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RESUMEN
Prácticas inapropiadas en el control de las infecciones, como lo es el uso indiscriminado 
de antimicrobianos (ATMs), conducen al desarrollo de cepas resistentes. Los tratamientos 
convencionales se vuelven ineficaces, incrementando el riesgo de propagación y duración de la 
enfermedad. La resistencia se ha convertido en una amenaza apremiante para la salud pública y 
animal en el mundo actual. En busca de alternativas se planteó como objetivo de esta tesis, 
cuantificar la actividad antibacteriana in vitro de las bacteriocinas procedentes de bacterias ácido 
lácticas (BAL), frente a cepas de Staphylococcus aureus causantes de mastitis bovina. De vacas 
en lactancia del departamento Río Segundo, se tomaron 390 muestras de leche. La prevalencia de 
mastitis causada por S. aureus fue del 11,8%. A partir de cultivos de BAL (2 de Lactobacillus 
brevis, 1 de Lactobacillus rhamnosus y 1 de Enterococcus faecium) tratados por adsorción- 
desorción, diálisis, liofilización y electroforesis SDS PAGE, se recuperaron 4 péptidos 
antimicrobianos (PAs). Sus actividades antimicrobianas frente a S. aureus se valoraron por 
técnica de difusión en agar. Por espectrometría de masas se identificaron como bacteriocina 
rhamnosin A (PA1); proteína de inmunidad a bacteriocina Brevicin 174A (PA2); proteína 
asociada a bacteriocina de E. faecium  (PA3) y ABC transportador de escisión / exportación de 
bacteriocina de L. brevis (PA4). PA1 y PA2 fueron los de menor (36,96%) y mayor (43,48%) 
porcentaje de inhibición del crecimiento microbiano, respectivamente. Las CIM90 de 
oxitetraciclina y tilosina se mantuvieron inferiores a los puntos de cortes clínicos y 
epidemiológicos (CLSI, 2013; EUCAST, 2015). En el caso de la penicilina se evidenció una 
resistencia del 45,83% y 33,33% según los puntos de corte clínicos de EUCAST y CLSI,
respectivamente. La CIM90 de la gentamicina fue inferior al punto de corte clínico de CLSI, pero 
superior al de EUCAST (12,5% de resistencia). La CIM90 de la cloxacilina fue inferior al punto 
de corte clínicos de CLSI. Penicilina, ampicilina y cloxacilina expresaron sensibilidad acotada 
con CIM90 superiores al punto de corte epidemiológico (EUCAST). Las CIM35 de los cuatro PAs 
fueron superiores a las CIM35, CIM50 y CIM90 de los ATMs. Excepcionalmente, las CTM35 de los 
PA2 y PA3 fueron inferiores a las CIM90 de gentamicina, ampicilina y penicilina, y la del PA4 
inferior a la de ampicilina y penicilina. Futuras experimentaciones serán necesarias para lograr 
una identidad más precisa. Comprender las relaciones existentes entre la estructura y la actividad 
de los PAs resulta esencial para el diseño y desarrollo de alternativas terapéuticas 
antimicrobianas.
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SUMMARY
Inappropriate practices in the control of infections, such as the indiscriminate use of 
antimicrobials (ATMs), lead to the development of resistant strains. Conventional treatments 
become ineffective, increasing the risk of disease spread and duration. Resistance has become a 
pressing threat to public and animal health in today's world. In search of alternatives, the 
objective of this thesis was to quantify the in vitro antibacterial activity of bacteriocins from 
lactic acid bacteria (BAL), against strains of Staphylococcus aureus that cause bovine mastitis. 
Of the cows in lactation of the Río Segundo departament, 390 milk samples were taken. The 
prevalence of mastitis caused by S. aureus was 11.8%. From cultures BAL (2 of Lactobacillus 
brevis, 1 of Lactobacillus rhamnosus and 1 of Enterococcus faecium ) treated by adsorption- 
desorption, dialysis, lyophilization and SDS PAGE electrophoresis, four antimicrobial peptides 
(APs) were recovered. It’s antimicrobial activities against S. aureus were evaluated by agar 
diffusion technique. Mass spectrometry identified as bacteriocin rhamnosin A (PA1); bacteriocin 
immunity protein brevicin 174A (PA2); E. faecium  bacteriocin-associated protein (PA3) and 
ABC excision / export carrier of L. brevis bacteriocin (PA4). PA1 and PA2 were the lowest 
(36.96%) and highest (43.48%) percentage inhibition of microbial growth, respectively. 
Oxytetracycline and tylosin CIM90 were lower than the clinical and epidemiological cutoff points 
(CLSI, 2013, EUCAST, 2015). Penicillin revealed a resistance of 45.83% and 33.33% according 
to the clinical cut points of EUCAST and CLSI, respectively. Gentamicin CIM90 was lower than 
the CLSI clinical cut point, but higher than EUCAST (12.5% resistance). The CIM90 of
cloxacillin was lower than the CLSI clinical cut point. Penicillin, ampicillin and cloxacillin 
expressed with sensitivity bounded with MIC90 superior to the epidemiological cut-off point 
(EUCAST). The MICs of the four PAs were superior to the ATMs of the MIC35, CIM50 and 
CIM90. Exceptionally, the MICs of PA2 and PA3 were lower than the MICs of gentamicin, 
ampicillin and penicillin, and that of PA4 lower than that of ampicillin and penicillin. Future 
experiments needed to achieve a more precise identity. Understanding the relationships between 
the structure and activity of PAs is essential for the design and development of antimicrobial 
therapeutic alternatives.
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1CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN
I.1. Form ulación y fundam entación del problem a a investigar
La producción lechera global se concreta en una diversidad de formas y condiciones, 
respondiendo al contexto socio-económico en que se suceda (FAO, 2016). Argentina se presenta 
como el segundo país productor de leche de Latinoamérica, ocupando el décimo primer lugar a 
nivel mundial (Sánchez et al., 2012). La obtención primaria de leche se produce principalmente 
en las provincias de Córdoba, Santa Fe, Buenos Aires y en menor medida en Entre Ríos, La 
Pampa, Tucumán y Santiago del Estero. La producción total de Córdoba se distribuye en sus tres 
cuencas lecheras: Noreste (contiene el departamento Río Segundo), Villa María y la cuenca Sur 
(INTA, 2011; Dirección General de Estadísticas y Censos, de la provincia de Córdoba, 2015). La 
importancia que conlleva este sector productivo, hace que sea determinante la generación de 
estrategias dirigidas a lograr una mejor calidad de la leche garantizando un producto confiable y 
sano que cumpla con los requisitos de aceptación del cliente, teniendo como eje la salud de la 
ubre (Gianneechini et al., 2014; Martínez et al., 2016; Oliszewski, 2016).
La mastitis bovina es una inflamación de la glándula mamaria que a menudo resulta de la 
infección bacteriana. Es una de las enfermedades que mayores pérdidas económicas ocasiona, ya 
que impacta en la cantidad y calidad de la leche producida, constituyendo un importante 
problema sanitario en la ganadería lechera y en la industria láctea mundial (Bouchard et al., 2015; 
Asli et al., 2017). Puede presentarse en forma subclínica, en la cual no se perciben signos 
compatibles con un proceso inflamatorio en la ubre, ni cambios visibles en la leche; o en forma 
clínica que se caracteriza por anormalidades visibles tanto en la ubre como en la leche. En ambos 
casos se observa una disminución de la producción y la calidad de la leche (Fernández Bolaños et 
al., 2012; Oliveira et al., 2012; Gianneechini et al., 2014; Suárez et al., 2014).
La mastitis puede ser causada por más de 140 microorganismos diferentes, entre los que 
se incluyen patógenos contagiosos, bacterias del medio ambiente, bacterias oportunistas y otros 
organismos (Fernández Bolaños et al., 2012). En Argentina los microorganismos más prevalentes 
en mastitis subclínica son Staphylococcus aureus y  Streptococcus spp, mientras que en mastitis
clínica son Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus coagulasa negativo 
(CNS), Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Escherichia coli y coliformes 
(Martínez Pacheco et al., 2013). S. aureus es el agente etiológico más preval ente tanto en 
Argentina como en otros países de gran desarrollo lechero pudiendo ser un contaminante tanto de 
la leche como de sus derivados (Pereyra et al., 2014). Debido a la fácil transmisión de S. aureus 
en el rodeo durante las prácticas de ordeño, la mastitis es un problema persistente. Además es 
contagiosa y su tratamiento suele ser problemático, debido a la aparición de cepas productoras de 
enzima betalactamasa que las torna resistentes a agentes antimicrobianos (ATMs) (Echevarria 
Zarate & Iglesias Quilca, 2013; Asli et al., 2017; Hamid et al., 2017).
La terapia antibiótica es un componente necesario dentro de los programas de control de 
mastitis. Tanto en la prevención como el tratamiento el principal objetivo es eliminar al 
organismo invasor mediante la aplicación de ATMs (Gianneechini et al., 2014; Pyorala, 2016).
El Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (European Committee 
on Antimicrobial Susceptibility Testing; EUCAST) y el Instituto de Estándares Clínicos y de 
Laboratorio estadounidense (Clinical Laboratory Standards Institute; CLSI) han publicado 
procedimientos de referencia para conocer la sensibilidad a los ATMs, métodos que se revisan y 
actualizan periódicamente (Esparza et al., 2014). El objetivo es establecer puntos de corte 
clínicos, que permitan identificar poblaciones bacterianas sensibles, intermedias o resistentes; y 
punto de corte epidemiológicos con el fin de evaluar la evolución de las poblaciones bacterianas 
que van adquiriendo mecanismos de resistencia. Los procedimientos de EUCAST y CLSI para 
definir puntos de corte se fundamentan en el análisis de las concentraciones inhibitorias mínimas 
(CIM) bacterianas (definidas como la menor concentración del fármaco que previene el 
crecimiento de un patógeno específico, detectado a simple vista), así como en la aplicación de 
diferentes variables farmacocinéticas y farmacodinámicas, que permiten relacionar los resultados 
del antibiograma con la respuesta clínica a un determinado ATM (Canut & Martínez-Martínez, 
2014).
La aplicación de terapia antibiótica para controlar la mastitis ha sido muy eficaz, pero 
lamentablemente el uso desmedido de ATMs a nivel global, tanto en veterinaria como en salud 
pública ha traído aparejado el desarrollo de cepas bacterianas resistentes, considerándose por 
tanto éste fenómeno un tema prioritario de investigación y de desarrollo de prácticas de buen uso, 
por entidades de referencia como lo son la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2015) y la 
Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2015). Uno de los principales problemas para el
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control de la mastitis producida por S. aureus se relaciona con diferentes niveles de resistencia a 
los ATMs, particularmente a los betalactámicos (Cervantes-García, et al., 2014; López-Vázquez 
et al., 2015; Hamid et al., 2017).
Los péptidos antimicrobianos (PAs) surgen de la necesidad de búsqueda de nuevas 
opciones terapéuticas que permitan sustituir a los ATMs convencionales, siendo particularmente 
atractivos por su pequeño tamaño, rápida acción y pocas posibilidades de desarrollar resistencia 
(Tonarelli & Simonetta, 2014; Cárcamo-Aréchiga et al., 2016). Se encuentran ampliamente 
distribuidos en los reinos animal y vegetal, y tienen la capacidad de destruir diferentes bacterias, 
hongos, parásitos y células cancerosas. Dentro de los PAs producidos por bacterias han cobrado 
gran interés las bacteriocinas (Tonarelli & Simonetta, 2014; Starr, et al., 2017).
Las bacterias acido lácticas (BAL) son un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas, 
que pueden ser aisladas a partir de alimentos fermentados, masas ácidas, bebidas, plantas, leche y 
los tractos respiratorio, intestinal y vaginal de animales de sangre caliente, entre otros (Zapata et 
al., 2009). Debido a sus propiedades probióticas y a que son parte de la microbiota normal de las 
mucosas, se les atribuye bajo potencial patogénico, siendo consideradas organismos GRAS 
(General Regarded As Safe) y utilizadas ampliamente en la preservación de alimentos (Sánchez 
& Tromps, 2014; Laulund et al., 2017). Despierta interés la producción de metabolitos como el 
peróxido de hidrógeno, ácido láctico, ácido cítrico, bacteriocinas, entre otros, ya que causan la 
inhibición del crecimiento de microorganismos patógenos (Fernández Villa et al., 2014).
Las BAL secretan bacteriocinas, pequeños péptidos bioactivos, simples o complejos, de 
síntesis ribosomal, que ejercen su acción de modo extracelular y poseen actividad antimicrobiana 
como parte de un mecanismo de defensa y de competencia ante otros microorganismos 
(Mondragón Preciado et al., 2013; Villa et al., 2014; Londoño et al., 2015). Actualmente, las 
bacteriocinas son utilizadas como preservantes naturales en una amplia categoría de alimentos, 
incluyendo cárnicos, lácteos, productos enlatados, vegetales y bebidas como cerveza y vino. Sus 
características de compatibilidad en dichos productos, así como su modo de acción, hacen 
atractivo su uso. También la búsqueda de alternativas al uso de ATMs, ha suscitado la 
exploración de las capacidades de las bacterocinas. Estas cuentan con un espectro de actividad 
que cubre bacterias, hongos y virus. Poseen un objetivo relativamente no específico o múltiples 
objetivos. Generalmente para producir resistencia se requieren múltiples pases sub CIM o de la 
presencia de proteasas específicas; aun así la resistencia que ejercen es inferior a la que producen 
los ATMs convencionales. Incluyen mecanismos anti-endotóxicos y de incremento en la
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respuesta inmune innata. Poseen una vida media corta por degradación proteolítica; no se 
conocen toxicidades por su uso tópico y son agentes inmunomoduladores (Monteagudo-Mera, et 
al., 2011; Fernández Villa et al., 2014). En los últimos años se llevaron adelante numerosas 
investigaciones en función de las características mencionadas (Tonarelli & Simonetta, 2014; 
Álvarez-Calatayud et al., 2015; Rodrigues De Oliveira et al., 2015; Jurado-Gámez et al., 2015; 
Prieto Peña et al., 2015; Sánchez et al., 2015; Starr, et al., 2017).
Río Segundo es un departamento de la Provincia de Córdoba carente de datos históricos 
en lo que a mastitis bovina se refiere, por lo cual se propuso estimar la prevalencia de la afección 
mamaria por S. aureus. Además se consideró de interés analizar los perfiles de sensibilidad / 
resistencia para ATMs de uso frecuente en la región frente a estas cepas de S. aureus. En la 
búsqueda de alternativas a los tratamientos antimicrobianos convencionales que contribuyan a la 
disminución de la expresión de resistencia bacteriana, surgieron como atractivos los PAs, entre 
ellos las bacteriocinas. Para esto se evaluaron la actividad antibacteriana in vitro de PAs 
producidos por bacterias ácido lácticas regionales frente a cepas de S. aureus causantes de 
mastitis bovina.
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1.2. Hipótesis de trabajo
Existe una actividad antibacteriana in vitro de bacteriocinas producidas por bacterias 
ácido lácticas regionales frente a cepas de Staphylococcus aureus causantes de mastitis bovina 
que debe ser considerada para su empleo terapéutico, como alternativa a los tratamientos 
antimicrobianos convencionales, de modo de contribuir a la disminución de la expresión de 
resistencia bacteriana.
1.3. Objetivos
Se plantea como objetivo general, cuantificar la actividad antibacteriana in vitro de las 
bacteriocinas procedentes de bacterias ácido lácticas (BAL) frente a cepas de S. aureus causantes 
de mastitis bovina.
A su vez, los objetivos específicos son:
• Estimar la prevalencia de mastitis y analizar los factores de riesgo de 
infecciones intramamarias producidas por S. aureus, en vacas en período de lactancia 
procedentes de los tambos localizados en el Departamento Río Segundo, Córdoba.
• Evaluar la susceptibilidad (en forma cuantitativa) de los aislamientos de S. 
aureus regionales, frente a agentes ATMs de uso frecuente en producción bovina lechera 
(penicilina G, ampicilina, cloxacilina, tilosina, oxitetraciclina, y gentamicina).
• Aislar e identificar las BAL, procedentes de la leche de los animales de la 
región, con capacidad de producir las bacteriocinas objeto de estudio.
• Identificar la/s bacteriocina/s y estimar su/s concentración/es inhibitoria/s 
mínima/s frente a los aislamientos de S. aureus.
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6CAPÍTULO II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA
II.1. Panoram a global y regional de la producción láctea
A nivel mundial se observa una gran variedad de productos lácteos que cambia 
considerablemente de región a región y entre países de una misma región, siendo condicionadas 
por los hábitos alimentarios, las tecnologías disponibles de elaboración, la demanda del mercado 
y las circunstancias sociales y culturales. Según la FAO (2016), en los países en desarrollo como 
los situados en el Mediterráneo o el Cercano Oriente, el subcontinente indio, regiones de África 
occidental y oriental, y parte de América latina la leche es producida por pequeños agricultores 
generando ganancias relativamente rápidas que favorecen a la sustentación de la vida cotidiana. 
La mala calidad de los recursos forrajeros, las enfermedades, el acceso limitado a mercados y 
servicios, el reducido potencial genético de los animales lecheros y en muchos casos las 
condiciones climatológicas desfavorables (climas cálidos o húmedos), son limitantes de la 
productividad lechera en los países en desarrollo. Sin embargo, todas estas situaciones varían 
considerablemente en los países desarrollados, constituyéndose en los principales actores del 
mercado mundial de productos lácteos (Estados Unidos de América, la Unión Europea, Nueva 
Zelanda y Australia).
La Federación Internacional de Lechería (FIL-IDF) (2015) reveló que durante 2014 se 
produjeron 802 millones de toneladas de leche. De este modo el mercado mundial incrementó la 
oferta de leche en 3,3 % por encima de los niveles de 2013. El comercio internacional mostró un 
incremento del 9 % de la producción mundial. Sin embargo, en 2015 se manifestó en caída 
continua. Con respecto al consumo per cápita promedio global, en 2014 fue de 110,7 kg y según 
OECD/FAO incrementaría 13,7 % hacia 2023 debiendo aumentar más en los países en desarrollo. 
Las proyecciones internacionales esperan 9 mil millones de habitantes para 2050 y por lo tanto un 
incremento de las necesidades de alimentos para las próximas décadas. El crecimiento de la 
producción se sustenta en la expansión del rodeo lechero mundial y en el aumento de los 
rendimientos individuales por vaca. Para el período 2015 - 2024 se prevé que la producción 
aumente en todas las regiones del mundo con un incremento en la media anual del 1 ,8  %, siendo
los países en desarrollo los que aporten la mayor parte de la leche adicional producida. El 
continente asiático podrá ser el responsable de la mayoría del aumento, del cual India puede 
transformarse en el principal productor del mundo superando a la Unión Europea. Según datos 
del Observatorio del Mercado de la Leche (MMO), India en el 2015 tuvo la producción más alta 
a nivel mundial como producto de las condiciones favorables de la temporada, junto con los bajos 
costos de los insumos y la lenta disminución del precio de la leche.
En este escenario global, según el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, 
USDA (2016), Argentina produjo en 2015 aproximadamente 11,49 millones de toneladas, 1,5 % 
más que en 2014. Para 2016 se espera un ligero crecimiento, con un volumen que rondará los 
11,67 millones de toneladas; las exportaciones de productos lácteos alcanzarían las 270.000 
toneladas; y habrá una reducción en el rodeo lechero de 1 ,8 8  millones de cabezas a 1,82 millones, 
asociado principalmente a una reducción en la reposición de las vacas lecheras.
La obtención primaria de leche en Argentina (figura 1) se concreta principalmente en las 
provincias de Córdoba (37 %), Santa Fe (32 %) y Buenos Aires (25 %), en menor medida en 
Entre Ríos (3,1 %) y La Pampa (1,4 %), y el resto en centros productivos regionales tales como 
los existentes en Tucumán y Santiago del Estero (INTA, 2011). En el caso de la provincia de 
Córdoba, la producción total se distribuye en sus tres cuencas lecheras: Noreste (44 %), Villa 
María (43 %) y la cuenca Sur (13 %) (INTA, 2011; Dirección General de Estadísticas y Censos, 
de la provincia de Córdoba, 2015).
7
Figura 1. Distribución de las principales cuencas lecheras en Argentina (INTA, 2011).
Cabe destacar que existe una gran diversidad entre los rendimientos según la provincia 
que se considere y también entre zonas de una misma provincia.
La importancia que conlleva este sector productivo requiere del trabajo multidisciplinario 
para la definición del rumbo del sector agroalimentario y agroindustrial en los próximos años. 
Para esto será primordial la participación del estado como promotor de la articulación entre los 
distintos actores, como regulador y moderador de los intereses sectoriales y como garante de las 
reglas pautadas para la superación de la industria lechera. Las estrategias deben apuntar a poder 
concretar cambios profundos en los sistemas productivos lecheros tendientes a lograr 
optimización y mejor la calidad de la leche, lo cual es garantía de un producto confiable, sano y 
que cumple con los requisitos de aceptación del cliente. Por lo tanto la salud de la ubre juega un 
papel esencial en este análisis. Bien es conocido que la mastitis es una enfermedad que no solo 
causa disminución en la producción lechera sino que también induce a una depreciación de la 
calidad de la leche, condicionando la duración de la lactancia en las vacas lecheras afectadas y 
por ende generando una pérdida económica importante.
II.2. M astitis bovina
La mastitis es la enfermedad productiva de mayor prevalencia global en los rodeos 
lecheros, presentándose en forma endémica en gran parte del mundo (Calderón & Rodríguez, 
2008; Ruiz et al., 2012; Asli et al., 2017). La disminución en la producción de láctea, la leche que 
se descarta, los animales eliminados prematuramente de la línea de ordeño y el gasto en 
medicamentos y honorarios veterinarios, favorecen a que sea una de las enfermedades más 
costosas en la industria lechera, aun a pesar de los métodos modernos establecidos para su control 
(Valero-Leal et al., 2012; Bouchard et al., 2015).
La Federación Internacional de Lechería (FIL-IDF) definió a la mastitis como una 
reacción inflamatoria de la glándula mamaria. Su etiología puede ser infecciosa, traumática o 
tóxica, aunque prioritariamente por invasión de bacterias patógenas a través del orificio y el canal 
del pezón. En esta enfermedad, existen cambios físicos y/o químicos en la glándula mamaria que 
determinarán el desarrollo clínico o subclínico de la mastitis, dependiendo de la naturaleza del 
agente causal (capacidad de infección, multiplicación y extensión) y del estado inmunológico, 
particularmente de la ubre.
8
9Figura 2. Patogenia de la mastitis bovina.
(a) Interior de cada cuarto mamario. (b) Ingreso de la bacteria a través del canal del pezón y multiplicación 
en cisternas del pezón y glándula (las bacterias están representadas por puntos rojos, las toxinas 
producidas por las bacterias, por flechas pequeñas, y los leucocitos por puntos amarillos). (c) Presencia de 
bacterias, toxinas bacterianas, y leucocitos en el tejido afectado (d) Formación de cicatriz (Alta, 2012).
Tal como se puede observar en la figura 2, el interior de cada cuarto está compuesto por la 
cisterna del pezón, cisterna de la glándula, ductos de leche y tejido glandular que contiene 
millones de alveolos. Cada alveolo está rodeado con células epiteliales que producen leche que a 
la vez están rodeadas de células musculares que se contraen y expulsan leche de los alveolos 
durante el ordeño. La bacteria ingresa a través del canal del pezón y se multiplica en las cisternas 
del pezón y glándula, pudiendo traspasar el canal del pezón durante el ordeño y entre los ordeños. 
Las bacterias inicialmente afectan a los tejidos que rodean los grandes ductos y cisternas que 
recogen la leche causando daño a pequeñas áreas de tejido. Eventualmente progresan a afectar al
tejido glandular y alveolos. Las toxinas producidas por las bacterias causan daño a las células 
epiteliales que producen leche. Esto resulta en la liberación de sustancias en el torrente sanguíneo 
que incrementa la permeabilidad de los vasos sanguíneos. Los leucocitos (células somáticas) se 
trasladan desde los vasos sanguíneos hacia los alveolos donde atrapan bacterias. Sin embargo, los 
leucocitos también causan mayor daño a las células productoras de leche como parte del proceso 
inflamatorio. La presencia de bacterias, toxinas bacterianas, y leucocitos en el tejido afectado 
puede causar que el tejido saludable productor de leche revierta a un estado inactivo. Los 
alveolos se reducen en tamaño y dejan de producir leche. En otras áreas, restos de coágulos, 
leucocitos, y bacterias taponan ductos que drenan áreas de tejido glandular. Si persisten los 
coágulos, la leche se acumula en los alveolos que se hinchan y ejercen presión sobre células 
productoras de leche y los alveolos retornan a un estado no productivo. Si las bacterias y sus 
toxinas se mantienen en contacto con los alveolos, las células productoras de leche son destruidas 
y reemplazadas por cicatriz, y consecuentemente el cuarto produce menos leche o se convierte en 
no funcional (Alta, 2012).
Como se verá más adelante, la existencia de factores predisponentes relacionados al 
medioambiente o al manejo del rodeo (condiciones de estabulación, higiene de la ubre y de la 
máquina de ordeñar, entre otros), pueden incrementar la frecuencia de presentación de la 
enfermedad (López Rodríguez, 2014; Martínez Pacheco et al., 2015; Vissio et al., 2015).
En la presentación subclínica, como su nombre lo sugiere, no se perciben signos 
compatibles con un proceso inflamatorio en la ubre, ni cambios visibles en la leche; sin embargo 
se observa una disminución de la producción y la calidad de la leche. El análisis bacteriológico de 
la leche suele demostrar la presencia de algún microorganismo y conjuntamente se acompaña de 
un aumento en el recuento de células somáticas (RCS). Su importancia epidemiológica es 
evidente, debido a que al no ser detectable en forma clínica, conlleva a que los individuos 
afectados se conviertan en fuentes de infección para animales susceptibles, determinando que ésta 
sea la forma más persistente dentro del ganado lechero. Debido a ello, el tipo subclínico es entre 
15 a 40 veces más frecuente que la manifestación clínica (Fernández Bolaños et al., 2012; 
Oliveira et al., 2012; Suárez et al., 2014).
Por otra parte, la mastitis clínica se caracteriza por anormalidades visibles tanto en la ubre 
como en la leche. Se supone aguda cuando se presenta súbitamente, y crónica cuando la infección 
es de larga duración, con leche de apariencia anormal y/o cambios al realizar la palpación del 
tejido de la ubre. Es característico que la ubre presente calor, hinchazón, enrojecimiento y
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sensibilidad al tacto (figura 3). El cuadro se acompaña de una reducción en la capacidad 
funcional de la glándula mamaria y por ende una menor producción de leche, en la que se 
manifiestan cambios en su composición y se altera su apariencia (presencia de grumos, coágulos 
y aspecto aguado). Se eleva la carga bacteriana normal, las células somáticas (principalmente 
neutrófilos polimorfonucleares) y el contenido de proteasa. Las vacas pueden estar 
sistémicamente afectadas, manifestando fiebre, deshidratación, anorexia, toxemia, depresión y 
postración, pudiendo culminar en bacteriemia, septicemia y muerte del animal (Fernández 
Bolaños et al., 2012; Oliveira et al., 2012; Gianneechini et al., 2014).
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Figura 3. Ubre característica con mastitis clínica (Alta, 2012).
Ambas modalidades (clínica y subclínica) son epidemiológicamente heterogéneas entre 
regiones y países. La productividad y la calidad de la leche varían notablemente hasta dentro de 
una misma región, por lo que es difícil establecer patrones de producción. Es aquí cuando cobra 
importancia el estudio de los factores de riesgo ya sean del animal, del ambiente o del agente 
patógeno de cada región asociados al establecimiento de la mastitis bovina. Factores relacionados 
al manejo del rodeo lechero son relevantes en la presentación de la enfermedad; entre ellos se 
citan a los perfiles de los productores (capacitación e interés por establecer cambios que 
favorezcan el control de la mastitis), el acceso a la asistencia técnica, a los programas regionales 
de control sanitario del rodeo y las diversas políticas establecidas por las lecherías receptoras de 
la producción.
Desde el punto de vista sanitario resulta importante el estado de salud de las ubres y la 
calidad de la leche que se produce, lo cual puede ser estimada a través del RCS y la valoración de 
la carga bacteriana que varían significativamente dependiendo de estas condiciones (Ruiz et al.,
2011). También es importante comprender los períodos en que la vaca corre mayor riesgo de 
infección, ya que por ejemplo, son especialmente susceptibles durante el período periparto y el 
secado, debido a los cambios estructurales que se producen en la glándula mamaria. Una 
disminución en el número y funcionalidad de las células blancas de la sangre causada por la 
interacción con hormonas específicas durante estas etapas son los resultados de un sistema de 
defensa comprometido (Vangroenweghe et al., 2005; Meikle et al., 2013; Pereyra et al., 2014).
Una vaca se puede recuperar de la mastitis de forma espontánea, pero por lo general, esto 
ocurre en los casos leves de la presentación subclínica. Se debe considerar que la desaparición de 
los signos clínicos no siempre es indicativo que la infección ha remitido. Si bien la leche puede 
tener una apariencia normal, el RCS puede permanecer elevado por lo que en casos como este, se 
estaría frente a un estado subclínico, situación común para los casos de mastitis subclínica 
generados por los patógenos Gram positivos. La capacidad de lograr una curación bacteriológica 
dependerá del agente patógeno, la gravedad del caso, la variación en la respuesta inmune en las 
vacas, la eficacia del protocolo de tratamiento y la rapidez con que se instaure este último. De 
todas formas, se advierte que la curación bacteriológica es más probable en los casos de mastitis 
que se dan por primera vez que en los casos recurrentes (Pinzón Sánchez et al., 2011; Ruegg,
2 0 1 2 ).
II.2.1. Agentes etiológicos de mastitis bovina
La mastitis puede ser causada por más de 140 microorganismos diferentes, entre los que 
se incluyen patógenos contagiosos, bacterias del medio ambiente, bacterias oportunistas y otros 
organismos que entran en la glándula mamaria a través del canal del pezón, se multiplican 
rápidamente y dan lugar a inflamación con daño tisular (Fernández Bolaños et al., 2012).
El reservorio de los microorganismos ambientales es el hábitat donde permanecen los 
animales y no las glándulas mamarias infectadas, siendo por lo general transmitidos entre 
períodos de ordeños. Los patógenos principales en este grupo son los bacilos entéricos Gram 
negativos (Escherichia coli, Klebsiella spp) Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, 
Enterococcus spp) y en menor medida los coliformes.
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Los principales patógenos contagiosos son Streptococcus agalactiae, Staphylococcus 
aureus y Mycoplasma; tienen su hábitat en la glándula mamaria bovina y se transmiten de ubre a 
ubre principalmente durante el ordeño de las vacas. Estos microorganismos se han adaptado a las 
condiciones de la glándula mamaria, desarrollando estrategias para evadir el sistema inmune y 
permanecer en la misma. Dentro del grupo de oportunistas que provocan mastitis están los 
estafilococos coagulasa negativos (CNS), considerados en la actualidad, patógenos emergentes de 
la mastitis bovina. Normalmente estos microorganismos se encuentran en la piel sana del pezón y 
en las manos del ordeñador desde donde logran colonizar el canal del pezón y penetrar hasta los 
tejidos secretores. Con menor frecuencia pueden causar mastitis microorganismos de los géneros 
Actinomyces, Pseudomonas, Nocardia, Bacillus, Pasteurella y Protothecas y levaduras como 
Cryptococcus neoformans y Candida albicans. Para estos microorganismos la tasa de curación 
terapéutica suele ser prácticamente nula, independientemente del tratamiento, por lo que en 
muchos casos se debe sacrificar al animal infectado (Fernández Bolaños et al., 2012; Martínez 
Pacheco et al., 2013).
En Argentina los microorganismos más prevalentes en mastitis subclínica son S. aureus y  
Streptococcus spp, mientras que en mastitis clínica son S. aureus, S. agalactiae, CNS, S. 
dysgalactiae, S. uberis, Escherichia coli y coliformes (Martínez Pacheco et al., 2013).
II.2.2. M astitis bovina causada por Staphylococcus aureus
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2015), las enfermedades de origen 
alimentario (o enfermedades transmitidas por los alimentos; ETAs) abarcan un amplio espectro 
de dolencias y constituyen un importante problema de salud pública a nivel mundial dada su 
elevada magnitud y la complejidad de su intervención. Las ETAs se deben a la ingestión de 
alimentos contaminados por microorganismos o sustancias químicas. La contaminación de los 
alimentos puede producirse en cualquier etapa del proceso, que va de la producción al consumo 
de alimentos. Son la principal causa de enfermedad y muerte asociadas a una carga socio­
económica significativa en los países menos desarrollados. Mientras que en los países 
desarrollados, son responsables de altos niveles de pérdida de productividad, costos asociados al 
uso de los servicios de salud y a la implementación y monitoreo de políticas de inocuidad de los 
alimentos.
Dentro de los agentes etiológicos más importantes de ETAs en el mundo se encuentra S. 
aureus (Alerte et al., 2010; Olea et al., 2012), considerado la tercera causa más común de
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intoxicación alimentaria confirmada en el mundo. Es causante de una gran variedad de serias 
enfermedades en personas y animales. Las vacas suelen ser portadoras de esta bacteria. Pereyra et 
al. (2014), afirman que dentro de los patógenos contagiosos causantes de mastitis, S. aureus es el 
agente etiológico más prevalente tanto en Argentina como en otros países de gran desarrollo 
lechero pudiendo ser un contaminante tanto de la leche como de sus derivados.
El género Staphylococcus pertenece al orden Bacillales, familia Staphylococcaceae. 
Incluye a 35 especies y 17 subespecies, dentro de las que se han descrito 18 especies de 
Staphylococcus de importancia en alimentos, entre las que se halla S. aureus, que por las 
características psicrotróficas y halotolerante de la mayoría de las cepas, su crecimiento es difícil 
de controlar. Los estafilococos son contaminantes del medio ambiente y habitantes normales de 
las superficies corporales de la mayoría de los animales de sangre caliente, encontrándose en las 
mucosas y en la piel. Los S. aureus son cocos Gram positivos, crecen aislados, en parejas, en 
tétradas o en masas irregularmente agrupadas como racimos de uvas, son anaeróbicos 
facultativos, fermentadores de manitol, oxidasa negativo, productores de coagulasa y catalasa, 
inmóviles, no esporulados y necesitan de una fuente nitrogenada orgánica para su supervivencia. 
Poseen una gran versatilidad metabólica pudiendo adaptarse a una variedad de condiciones 
ambientales (temperatura, pH, etc.) en la que puede crecer y producir enterotoxinas (Cervantes- 
García et al., 2014).
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Figura 4. Invasión del tejido mamario por S. aureus.
A-Tejido glandular de la ubre colonizado por S. aureus. B-Formación de bolsones que contienen S. 
aureus, a veces inaccesibles a su destrucción, ya sea natural o por antibióticos. C- Ruptura de bolsones, 
liberación y diseminación de S. aureus (Andresen, 2012).
Debido a que la piel de los pezones es el principal reservorio de S. aureus, favorece la 
persistencia de las infecciones intramamarias. Si bien no es un patógeno obligado de la ubre, ha 
sido demostrada su capacidad para infectar el epitelio mamario bovino in vivo e in vitro en 
cultivos de células. Por el contenido de lactosa, oligosacáridos y minerales, la leche y sus 
productos derivados pueden ser medios de cultivos ideales para la proliferación del S aureus 
(Zschock et al., 2011; Fernández Villa et al., 2014; Herrera & Santos, 2015; Asli et al., 2017). 
Este microorganismo se puede encontrar en lesiones de la piel de los pezones, en las manos de 
los ordeñadores, en las camas o en los equipos de ordeño. Es capaz de colonizar las heridas de la 
piel y las hiperqueratosis en los esfínteres de los pezones producidas como consecuencia del 
ordeño (Hamid et al., 2017) (figura 4).
En los países en desarrollo, S. aureus juega un rol importante como agente causal de la 
mastitis subclínica, siendo los animales infectados una de las principales fuentes de 
contaminación de la leche cruda (Asli et al., 2017). S. aureus es capaz de producir una serie de 
factores de virulencia que contribuyen a causar y mantener una IIM. Según Pereyra et al. (2014) 
la patogenicidad de S. aureus es un proceso complejo y multifactorial, resultado de la acción 
combinada de más de 50 factores de virulencia que son expresados coordinadamente durante las 
diferentes fases de la infección en distintos órganos y hospedadores (tabla 1). Sustentan su 
patogenicidad la capacidad de adhesión intercelular, de colonizar células epiteliales y macrófagos 
de la glándula mamaria y la habilidad de producir fibrosis y micro abscesos que dificultan el 
acceso de los ATMs.
La mastitis causada por S. aureus es contagiosa y su tratamiento suele ser problemático, 
debido a la aparición de cepas productoras de enzima betalactamasa, resistentes a agentes ATMs 
(Echevarria Zarate & Iglesias Quilca, 2013). La habilidad para invadir tejidos y sobrevivir 
intracelularmente, formando una seudocápsula (no se forma en los cultivos in vitro) a base de 
exopolisacáridos, interfiere con la fagocitosis. Esto le confiere una protección a la respuesta 
inmune humoral del hospedador y al tratamiento con ATMs, resultando inefectivo el control a 
través de medidas preventivas y terapéuticas tradicionales, tendiendo a producir infecciones 
intramamarias crónicas, que pueden ocasionar daños permanentes al tejido mamario (Pereyra et 
al., 2014; Asli et al., 2017). Esto transforma a la mastitis en un problema persistente, donde S. 
aureus se transmite fácilmente en el rodeo durante las prácticas de ordeño.
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Tabla 1. Determinantes de patogenicidad de S. aureus.
Determ inantes de patogenicidad Propiedades
Peptidoglicano Activación del complemento
Componentes de Ácidos teicoicos Antifagocítica
la pared celular Proteína A Antifagocítica
Capsula mucoide Adherencia
Enzimas
Coagulasa
Estafiloquinasa
Hialuronidasa
Lipasas
Formación de abscesos 
Destrucción de coágulos 
Invasión hística 
Colonización
Hemolisinas Rotura de la membrana celular
Leucocidina Alteración de la permeabilidad celular de fagocitos
Toxinas Toxina exfoliatina Epidermólisis
Toxina del shock tóxico Shock
Enterotoxinas Intoxicación alimentaria
(Seija, 2006; Cervantes-García et al., 2014)
Dentro de las medidas alternativas que permiten una reducción de la prevalencia de 
mastitis, tendiendo a un menor uso de ATMs, está la manipulación de los mecanismos de defensa 
específicos del hospedador a través del uso de inmunógenos. Se han desarrollado métodos para 
elevar la respuesta inmunogénica a los exopolisacáridos, que de por sí es muy débil y protege al 
germen de los mecanismos de defensa de la ubre. Aunque esto constituye la base para la 
generación de vacunas contra mastitis aún está por resolverse la identificación de todos los 
serotipos capsulares causantes de la mastitis para la elaboración de vacunas más efectivas. Casi 
un 60% de los antígenos capsulares aún no han sido tipificados. En las últimas décadas se han 
desarrollado diversas vacunas experimentales (Camussone & Calvinho, 2013; Peña & Uffo,
2013). Algunas de ellas, compuestas por bacterinas o lisados de cultivos de S. aureus, alcanzaron 
la fase de comercialización. Sin embargo, los resultados obtenidos hasta el momento con estos 
inmunógenos muestran un control parcial de la infección. Actualmente se sigue trabajando en el 
desarrollo de nuevas alternativas para mejorar el desempeño de las bacterinas disponibles, 
elaborándose prototipos de vacuna contra infecciones intramamarias bovinas causadas por S. 
aureus. Fundamentalmente la oferta comercial para inmunización de vacas en explotaciones 
lecheras con problemas de mastitis recurrentes, apunta a reducir la incidencia de mastitis
subclínica y la incidencia y gravedad de los signos clínicos de la mastitis clínica causada por S. 
aureus, coliformes y estafilococos coagulasa negativos (Andresen, 2012; Camussone, 2013). 
Otras acciones dirigidas a la mejora de las defensas del hospedador incluyen el agregado de 
selenio y vitamina E a las raciones de alimentos y la mejora de la nutrición en general en los 
períodos de alto riesgo (proximidad al parto y períodos de secado) (Ramos et al., 2013; Reinoso 
& Soto, 2015).
El diagnóstico de S. aureus es relevante para la implementación de estrategias de manejo 
del rodeo frente a la enfermedad, previniendo la diseminación de este patógeno en el resto del 
rodeo. Es por ello que en la adopción de un programa de control y prevención de la mastitis se 
deben considerar las características de los patógenos involucrados para que el programa sea lo 
más eficiente posible (Ruiz et al., 2011; Valero-Leal et al., 2012). Sin embargo, si bien es 
relevante el desarrollo y valoración de protocolos terapéuticos para la mastitis clínica, la 
capacidad de evaluar los resultados del tratamiento es a menudo limitada debido a la insuficiencia 
de registros (Hoe & Ruegg, 2006; Reyes, 2015). Cobra entonces importancia la planificación de 
las prácticas de ordeño que incluyan: una higiene adecuada tanto del alojamiento de los animales, 
las máquinas ordeñadoras como del personal a cargo del tambo; el lavado, secado y desinfección 
de los pezones después del ordeño; la eliminación y evaluación visual de los primeros chorros de 
leche preordeño; el uso de selladores; la utilización de equipos de ordeño adecuados con 
mantenimiento funcional habitual y cambio periódico de pezoneras y piezas de hule; el ordeño de 
las vacas de primera lactancia en grupo aparte (si fuera posible) para evitar contagios del hato 
adulto; la identificación clara de los animales bajo tratamiento, los cuales deben ser ordeñados 
últimos y la leche descartada durante el tiempo recomendado por el laboratorio elaborador del 
producto antibiótico; la realización de pruebas periódicas de detección de mastitis subclínica y su 
tratamiento; la detección y eliminación rápida del rodeo de aquellas vacas con un diagnóstico 
positivo de S. aureus y el tratamiento a tiempo de la mastitis clínica durante el período seco y 
durante la lactancia (Gasque Gómez, 2008; Martínez Pacheco et al., 2015; Mora et al., 2015; 
Vissio et al., 2015).
II.3. Terapéutica antim icrobiana
Los fármacos ATMs juegan un rol importante en el control de las infecciones bacterianas. 
La base para la elección de los mismos se focaliza en la relación íntima sucedida en la tríada 
bacteria-ATM-animal. Ante una enfermedad, además de un correcto diagnóstico, se debe
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contemplar las características del agente bacteriano y la actividad in vitro del principio ATM. Así 
se conforman los modelos farmacocinéticos / farmacodinámicos (PK / PD), que relacionan las 
concentraciones efectivas y el tiempo de dicho ATM alcanzadas en el sitio de infección en un 
individuo y la ausencia de efectos adversos indeseables (farmacocinética; vías de administración, 
biodisponibilidad, unión a las proteínas, distribución en los tejidos, volumen de distribución, 
metabolismo, excreción, efectos tóxicos del antibiótico sobre el huésped); como así también, su 
acción sobre la población de bacterias (farmacodinamia que describe la compleja interrelación 
que se establece entre el perfil farmacocinético del antimicrobiano y la susceptibilidad in vitro de 
la bacteria) (Nicola & Casellas, 2012). Cabe destacar que el grado de inmunocompetencia del 
animal que recibe el tratamiento es de suma importancia en la elección del esquema posológico. 
La interacción entre estas características conforman un triángulo que son la base de una 
terapéutica racional (Davis et al., 1968) (figura 5).
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Figura 5. Triángulo terapéutico de los principios de la terapia antimicrobiana.
Numerosos grupos de ATMs se han desarrollado desde el descubrimiento de la penicilina. 
Lamentablemente y como se ampliará en el apartado correspondiente (vide infra), su uso 
desmedido a nivel global, tanto en veterinaria como en salud púbica ha traído aparejado la
proliferación de cepas bacterianas resistentes. Esto amenaza contra la eficacia de los ATMs, 
considerándose por tanto éste fenómeno un tema prioritario de investigación y de desarrollo de 
prácticas de buen uso por entidades de referencia como lo son la Organización Mundial de la 
Salud (OMS, 2015) y la Organización Internacional de Epizootias (OIE, 2015).
Para saber si un microorganismo responderá a la terapia antimicrobiana existen diversos 
métodos que permiten establecer el punto de corte entre las poblaciones bacterianas sensibles, 
intermedias o resistentes. Tanto el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad 
Antimicrobiana (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; EUCAST), como 
el Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio estadounidense (Clinical Laboratory 
Standards Institute; CLSI) han publicado procedimientos de referencia para conocer la 
sensibilidad a los ATMs, métodos que se revisan y actualizan periódicamente. Esto se consigue 
con el monitoreo permanente de la aparición de nuevos mecanismos de resistencia, logrando un 
mejor entendimiento de los determinantes farmacológicos de respuesta terapéutica, mejorando así 
la práctica clínica (Esparza et al., 2014). Tras la estandarización, el objetivo de ambos comités es 
el de establecer puntos de corte para interpretar los resultados de los estudios de sensibilidad. Los 
procedimientos de EUCAST y CLSI para definir puntos de corte son muy similares y se 
fundamentan en el análisis de las concentraciones inhibitorias mínimas (CIM) bacterianas 
(definidas como la menor concentración del fármaco que previene el crecimiento de un patógeno 
específico, detectado a simple vista), así como en la aplicación de diferentes variables 
farmacocinéticas y farmacodinámicas que permiten relacionar los resultados del antibiograma 
con la respuesta clínica a un determinado ATM. Asimismo se definen los puntos de corte 
epidemiológicos calculados con base en los datos de la distribución de las CIMs (figura 6 ).
En este caso y a diferencia de los puntos de cortes clínicos antes mencionados, el objetivo 
es evaluar la evolución de las poblaciones bacterianas que van adquiriendo mecanismos de 
resistencia. El punto de corte epidemiológico es aquel valor de referencia que establece la 
diferenciación de la población bacteriana sensible (denominada cepa originaria, silvestre, salvaje 
o wild type) de aquella que adquiere resistencia (Canut & Martínez-Martínez, 2014).
Los puntos de corte disponibles hoy en día se caracterizan por ser específicos para cada 
especie bacteriana, por estar basados en un conjunto de datos epidemiológicos, farmacodinámicos 
y clínicos, y por ser revisados periódicamente según se va disponiendo de nuevos datos 
procedentes de estudios de epidemiología molecular y del análisis de su correlación clínica 
(Cuenca-Estrella, et al., 2013).
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Cloxacillin / Staphylococcus aureus  
International MIC Distribution - R eference  Database 2016-08-24
MIC distributions include collated data from múltiple sources, geographical areas and time periods and can never be used to  infer rates of resistance
MIC
Epidem iological cut-off (EOOFF): 0.5 m g/L
Wildtype (WT) organism s: s  0.5 m g/L  1181 obseivations
Figura 6 . Puntos de corte epidemiológico (CUT-OFF) para cloxacilina frente a S. aureus según 
EUCAST (2016).
II.3.1. Terapéutica antim icrobiana en mastitis bovina.
La terapia antibiótica es un componente necesario dentro de los programas de control de 
mastitis. Tanto en la prevención como el tratamiento el principal objetivo es eliminar al 
organismo invasor mediante la aplicación de ATMs, administrando una cantidad óptima de droga 
activa en el sitio de la infección, que supere y mantenga por un tiempo adecuado una 
concentración capaz de inhibir al organismo actuante. En mastitis es importante lograr que la 
glándula mamaria y la leche producida retornen a los niveles normales, que se mantenga el 
potencial de producción, que el tratamiento arroje un saldo positivo sin perjuicios económicos 
para el productor y la industria láctea y que los riesgos de aparición de residuos en la leche por el 
uso de ATMs sean mínimos, disminuyendo así los riesgos para la salud pública (Gianneechini et 
al., 2014; Pyórala, 2016).
Es determinante conocer la susceptibilidad de los gérmenes actuantes frente a los ATMs 
como así también los niveles esperados de ATM en el sitio de infección luego de su
administración. El fármaco ideal deberá tener la menor CIM en contra de la mayoría de los 
patógenos de la ubre, pero ningún fármaco puede ser eficaz contra todos los patógenos y la 
mayoría deben ser utilizados en combinaciones y diferentes formulaciones para aumentar la 
eficacia y la biodisponibilidad en el tejido de la ubre. Los distintos ATMs utilizados tienen 
diferentes mecanismos de acción y la mayoría son de amplio espectro que actúan contra bacterias 
Gram positivas y Gram negativas. La eliminación total del uso de ATMs para el tratamiento de la 
mastitis es improbable ya que las prácticas modernas y la alta demanda dictan estrategias de 
tratamiento rápido e intensivo que involucran el uso de terapia con ATMs tanto en la lactancia 
como en los períodos secos (Pyórálá, 2016).
El tratamiento se lleva a cabo mediante la aplicación de terapias sistémicas o locales. Los 
ATMs se administran durante la lactancia solo si se está frente a un cuadro de mastitis clínica 
mientras que la terapia de vaca seca puede ser utilizada para tratar infecciones existentes o de 
forma profiláctica para reducir la probabilidad de nuevas infecciones en desarrollo previniendo 
así una infección mayor (Pellegrino et al., 2011). La administración de fármacos en el periodo 
seco, además de poder hacerse directamente en el canal del pezón en forma de infusiones 
intramamarias, se puede administrar por vía parenteral, intravenosa o intramuscular (Calvinho et 
al., 2002; Rodríguez et al., 2014). En este período el uso de selladores de pezones que actúan 
como un tapón impermeable imposibilitan que otros agentes patógenos se introduzcan en el 
pezón, lo que da como resultado la formación de una barrera física contra los microorganismos 
invasores evitando así nuevas infecciones (Ríos et al., 2013). La vía de elección para mastitis 
subclínica es usualmente por infusión intramamaria y en el caso de la mastitis clínica aguda 
severa suele ser necesaria una combinación de tratamiento parenteral e intramamario. (Pyórálá, 
2016).
Es de fundamental importancia determinar qué tipo de agente etiológico predomina en 
cada rodeo, cuáles son las drogas que tienen mayor penetración y distribución en el tejido 
mamario (tabla 2) y las indicaciones higiénicas para su aplicación (Gianneechini et al., 2014; 
Pyórálá, 2016). Los medicamentos que se administran por vía parenteral deben pasar del sistema 
circulatorio a la leche y de esta a los tejidos atravesando membranas lipídicas. La fracción activa 
del fármaco debe estar no-ionizada, obligadamente no debe ser proteico y ser soluble en lípidos 
para poder atravesar la barrera de sangre a leche (Ziv, 1980).
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Tabla 2. Clasificación de los antibióticos según su capacidad de distribución en la ubre luego de 
su administración extramamaria.
Alta M edia Baja
Ampicilina
Kanamicina
Lincomicina
Trimetroprim
Tetraciclina
Novobiocina
Gentamicina
Polimixina
Cefalosporina
(Gasque Gomez, 2008).
Los ATMs que se administran a través de la abertura del pezón (tabla 3) deben llegar al 
sitio de la infección en el canal del pezón o cisterna superior, pero a menudo la distribución es 
desigual, ya que donde hay una inflamación importante e hinchazón, la difusión a través de los 
conductos mamarios puede estar bloqueada, alterando el movimiento del agente terapéutico (Asli 
et al., 2017).
Tabla 3. ATMs de uso intramamario.
Penicilina G
BETALACTAMICOS Cloxacilina
Otras penicilinas y cefalosporinas
AMINOGLUCOSIDOS
Neomicina
Estreptimicina, dihidroestreptomicina 
Kanamicina
Espiramicina
M ACROLIDOS Y LINCOSAMIDAS Eritromicina
Lincomicina
(Sani, 2016; VEVPA, 2016)
En el caso de infección por S. aureus, la interacción con ATMs se ve alterada debido a la 
formación de una cicatriz fibrosa en los tejidos. El tejido de la cicatriz puede no tener suministro 
de sangre lo que hace que la terapia con medicamentos por vía intramuscular o intravenosa sea 
menos eficaz. Algunas bacterias pueden evadir las interacciones con ATMs si son devoradas por 
los macrófagos, dentro de los cuales permanecen activas pudiendo causar infecciones recurrentes 
una vez que el ATM ha sido eliminado de la zona (Pereyra et al., 2014). La formación de
biopelículas en el canal del pezón cuando las bacterias se adhieren en la superficie del epitelio 
también puede contribuir a la ineficacia de las infusiones intramamarias (Castelani et al., 2015).
Hay factores de la vaca que deben ser considerados antes de iniciar un tratamiento de 
mastitis pues condicionan los resultados del tratamiento, como lo son la edad y el número de 
partos. Se observa que cuanto más edad tenga las vaca, mayor será el riesgo de tener mastitis 
subclínica o clínica, que cuanto más número de lactaciones, responden peor al tratamiento en 
comparación con el ganado joven y que la curación bacteriológica después de la terapia de 
mastitis es menor en vacas multíparas (Fernández Bolaños et al., 2012; Ruegg, 2012). Para el 
caso de mastitis causada por S. aureus se han reportado por ejemplo niveles de curación para 
vacas en primera lactación del 77 a 91 %, mientras que para segunda y tercera lactación del 64 a 
74 %, en tanto que para cuarta lactación solo del 47 al 50 % (Gasque Gomez, 2008).
También se deberá tener en cuenta el agente causante de la infección ya que en algunos 
casos se da una curación espontánea mientras que para otros patógenos (levaduras, Pseudomonas, 
micoplasmas, Prototheca, etc.) la tasa de curación terapéutica es prácticamente nula, 
independientemente del tratamiento. Esto queda expuesto por McDougall et al. (2007) quienes 
obtuvieron diferentes tasas de curación bacteriológica dependiendo del agente patógeno a 
posterior del tratamiento: S. uberis (89 %, n = 488); S. dysgalactiae (69 %, n = 32); S. aureus (33 
%, n = 40) y estafilococos coagulasa negativo (85 %, n = 71). Entonces, para poder determinar el 
tipo de medicamento a utilizar para tratar una infección es necesario identificar a los agentes 
patógenos causantes contando con un diagnóstico preciso.
II.3.2. Resistencia bacteriana hacia los antimicrobianos
La resistencia bacteriana hacia los ATMs es una de las amenazas más apremiantes a la 
salud pública y animal en el mundo actual (OMS, 2015; OIE, 2015). La OMS (2015) define 
resistencia a los ATMs como la resistencia de un microorganismo a un medicamento 
antimicrobiano al que originalmente era vulnerable.
Las prácticas inapropiadas de control de las infecciones propician la propagación de las 
resistencias. Los microorganismos resistentes (bacterias, hongos, virus y algunos parásitos) 
pueden soportar ataques de medicamentos antimicrobianos tales como antibióticos, fungicidas, 
antivirales y antipalúdicos. Esto hace que los tratamientos convencionales se vuelvan ineficaces y 
las infecciones persistan, incrementando el riesgo de propagación y dando lugar a una 
enfermedad prolongada, mayor riesgo de defunción y costos más elevados.
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En el año 2015 la Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OCDE) 
presentó un informe donde se revelaba que España era el país con la mayor resistencia a los 
ATMs (50 %) en cepas aisladas en humanos. Le seguían Francia (42 %) y Estados Unidos, 
Grecia y Portugal (30 %). Un importante grupo de países rondaban entre el 10 y 20 % de 
resistencia, como era el caso de Reino Unido y Austria (11 %) o Italia, Bélgica e Islandia (15 %). 
Dinamarca, Suecia y Finlandia, así como Australia y Alemania, todos por debajo del 10 % de 
resistencia. Siendo Países Bajos y Noruega los que tuvieron el menor registro de resistencia a los 
ATMs (0 %) (Redacción Médica, 2015).
Estos niveles alarmantes de resistencia a los ATMs han traído aparejado nuevos 
mecanismos que hacen prácticamente ineficaces a la última generación de ATMs constituyéndose 
como un problema crítico con severo impacto económico y social que pone en riesgo los 
adelantos de la medicina moderna (Tamariz et al., 2014; Ortega et al., 2017). Cabe recordar que a 
solo 6  años de que se comenzara a administrar penicilina, empezó a perder eficacia en el 
tratamiento de infecciones por estafilococo, en virtud de que este microorganismo desarrolló la 
enzima betalactamasa que degrada la principal estructura química de la penicilina, el núcleo beta- 
lactámico.
Las bacterias pueden tener resistencia natural o intrínseca a algunos ATMs, la que 
depende de la variabilidad genética que sufre en su evolución a través del tiempo, sin necesidad 
de exposición a estos ATMs. Por otro lado, la resistencia puede ser adquirida, generándose por 
mecanismos como pequeñas mutaciones (mutaciones puntiformes, a veces únicas), o grandes 
mutaciones (transposición o translocación de grandes cadenas) de su material genético. Otro 
mecanismo por el cual la bacteria puede adquirir resistencia es mediante la recepción de genes de 
la resistencia intra o inter- especies. Este intercambio de información genética, usualmente extra- 
cromosómico, se realiza mediante vehículos que trasladan el material de bacteria a bacteria, 
llamados integrones, bacteriófagos o transposones. Esto deja expuesto que la resistencia de un 
microorganismo a determinados ATMs puede sucederse sin necesidad de haber estado en 
contacto con estos (Echevarría Zarate & Iglesias Quilca, 2013).
El progresivo aumento de la resistencia a los ATM se sustenta en mutaciones genéticas 
que se suceden en las poblaciones bacterianas. En consecuencia, si la carga bacteriana en el sitio 
de infección excede la inversa de la frecuencia de mutación, indicaría que una pequeña 
subpoblación resistente ya coexiste con una mayor población susceptible al ATM que se 
administra en el tratamiento.
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Figura 7. Concentración inhibitoria mínima (CIM) y concentración de prevención mutante 
(CPM) (Credito et al., 2010).
Tradicionalmente, se estudia el accionar in vitro de los ATMs para evaluar la reducción 
de la población total de bacterias en distintas infecciones in vivo de animales. Aunque todo ello 
aporta datos verídicos, a menudo ignora el impacto de la presión de las drogas en la amplificación 
de una subpoblación resistente. Así, tener en cuenta únicamente los índices farmacocinéticos / 
farmacodinámicos (PK / PD) apuntan a considerar solo el accionar bactericida de un ATM y no, 
su capacidad de favorecer en el tiempo la generación de cepas resistentes. Actualmente, a los 
índices PK / PD se los sustenta con otras consideraciones como el fAUC / CIM (Área bajo la 
curva de concentración - libre de plasma dividido por la CIM), el fCmax / CIM (concentración 
plasmática máxima de libre dividido por la CIM) y el fT_CIM (el tiempo en que las 
concentraciones libres están por encima de la CIM). Todos estos parámetros se expresan como
una función de la CIM, que si bien sigue siendo el parámetro farmacodinámico utilizado para 
describir la susceptibilidad de las poblaciones principales sensibles a un fármaco, permite 
también evaluar la concentración de prevención mutante (CPM) la cual se propone para valorar la 
susceptibilidad de las subpoblaciones resistentes. El conocimiento de ambos parámetros, CIM y 
CPM (figura 7) conlleva a definir los límites de la ventana de selección mutante (MSW), que es 
el rango de concentraciones de antibiótico que favorecería la generación de mutaciones 
necesarias para que la población se torne resistente (Ferran et al, 2009; Kesteman et al, 2009).
La aplicación de terapia antibiótica para controlar la mastitis ha sido muy eficaz. Sin 
embargo, aun cuando se pretende que las concentraciones de los ATMs disminuyan a niveles 
seguros antes de que la leche se recolecte para el consumo humano, con frecuencia se producen 
residuos en la leche de vacas tratadas. Esto podría conducir a la transferencia de genes de 
resistencia antibiótica tanto a la microbiota indígena intestinal como a patógenos potenciales, 
además de causar desórdenes de la flora intestinal y reacciones alérgicas (Cervantes-García et al., 
2014; Alós, 2015). La leche constituye una vía natural de eliminación para los antibióticos y sus 
metabolitos y la cantidad presente depende de la dosis, de la vía de aplicación, del nivel de 
producción de leche, del tipo y grado de afección mamaria y del tiempo que media entre el 
tratamiento y el ordeño. La aparición de residuos de medicamentos en la leche se debe 
generalmente a que no se respetan los tiempos de espera o se usan dosis excesivas. Entre los 
residuos de antibióticos más comunes en la leche se encuentran por ejemplo, las sulfonamidas y 
los nitrofuranos utilizados en el control de mastitis (Salas et al., 2013).
Uno de los principales problemas para el control de la mastitis producida por S. aureus se 
relaciona con diferentes niveles de resistencia a los ATMs, particularmente a los betalactámicos 
(Song et al., 2016). Dentro de los mecanismos por los que S. aureus ha adquirido resistencia a 
este grupo de ATMs se reporta la hiperproducción de betalactamasa, la modificación de las 
proteínas de unión a las penicilinas y la resistencia intrínseca a meticilina a partir de la 
incorporación a su genoma del gen mecA. Esta emergencia de S. aureus resistente a la meticilina 
(MRSA) actualmente constituye una alerta epidemiológica a nivel mundial (figura 8 ; Hamid et 
a l,  2017).
Los MRSA producen una proteína de unión a la penicilina denominada PBP2a codificada 
por el genmecA; esta proteína mantiene la integridad de la pared celular durante el crecimiento y 
la división de las bacterias cuando las enzimas habituales son inhibidas por los antibióticos P- 
lactámicos. La transcripción del genmecA es regulada por los genes mecR1 que codifican para la
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proteína de transducción de señal (MecR1), y mecI que codifica para la proteína represora de 
transcripción (MecI). Además, los genes blaR1 y blaIreguladores del gen blaZ que codifica para 
la resistencia a la penicilina participan en la corregulación de la transcripción del gen mecA. La 
transcripción del gen mecA se produce cuando la proteína MecR1 se expone a los P-lactámicos 
con su dominio extracelular de unión a penicilina (PB), activando su dominio citoplásmico (MS) 
en forma de proteasa; a continuación se escinde la proteína represora MECI, la que bloquea la 
región operadora del gen mecA expresando la PBP2a. Los genes mecR1 y mecI han sido 
identificados en S. aureus de origen humano y bovino (Cervantes-García et al., 2014; López- 
Vázquez et al., 2015).
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Figura 8 . Incremento de la resistencia de Stahylococcus aureus.
En 1961 se consiguió el primer aislamiento de S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) en Inglaterra. 
En 1963 sucedió el primer brote epidémico de MRSA nosocomial. En 1997 en Japón, la primera cepa 
de S. aureus con resistencia intermedia a la vancomicina (VISA o GISA) y en el año 2002 en Estados 
Unidos la primera cepa resistente a la vancomicina (VRSA).
MRSA: S. aureus resistente a meticilina. VISA: S. aureus con resistencia intermedia a vancomicina. 
VRSA: S. aureus resistente a vancomicina. CA-MRSA: adquirida en la comunidad (Chambers & De Leo, 
2009).
Distintas publicaciones dejan expuesto el aumento progresivo de cepas resistentes de S. 
aureus aisladas desde leche frente a ATMs utilizados en el tratamiento de la mastitis bovina 
(Ochoa-Zarzosa et al., 2008; Pellegrino et al., 2011; Zschock et al., 2011; Gianneechini et al.,
2014). La solución no es la generación de nuevos antibióticos que a corto plazo se tornarán 
ineficaces. Por lo aquí planteado, en lo inmediato se deberá reducir el uso de ATMs que solo será 
posible lograr mediante una mejor gestión y prácticas de higiene adecuadas y con una 
intervención activa por parte del estado como contralor, exigiendo cumplir una disminución en el 
uso indiscriminado de ATMs para el tratamiento, como se hizo en los países nórdicos europeos 
en 1980 (Ekman & 0sterás, 2003). Además será necesario ensayar otras posibilidades 
terapéuticas para el control efectivo del problema, desarrollando terapias alternativas que 
controlen infecciones ocasionadas por S. aureus, en particular la mastitis bovina (Loeza Ángeles 
et al., 2013; Tamariz et al., 2014).
II.4. Probióticos
El término probiótico se refiere a microorganismos vivos, usados en forma de 
suplementos nutricionales, que mejoran el equilibrio microbiano en el intestino y tienen efectos 
beneficiosos sobre la salud (FAO / OMS, 2006). El uso de microorganismos es una de las 
tecnologías de procesamiento de alimentos más antiguas que resulta en la transformación y 
preservación de los alimentos. La formación de diferentes metabolitos contribuye al sabor y 
textura característicos. Al mismo tiempo, se traduce en alimentos conservados y seguros con una 
vida útil extendida (Laulund et al., 2017).
Los probióticos deben ser considerados ingredientes seguros para ser utilizados en los 
alimentos. El enfoque de lo considerado seguro pueden diferir de un país a otro. En la Unión 
Europea esto se establece en la Ley General de Alimentos. En Estados Unidos debe responder al 
estatus de GRAS (General Regarded As Safe) en el que a menudo no se establecen las mismas 
pautas que las que marca la Unión Europea (Laulund et al., 2017). En la Argentina, el artículo
1.389 del Código Alimentario Argentino (CAA) contiene los parámetros de regulación de los 
probióticos. Allí establece que los alimentos elaborados con probióticos serán autorizados por 
una comisión evaluadora integrada por profesionales especializados pertenecientes a la autoridad 
sanitaria o los que ésta designe a ese efecto para cada caso en particular (Código Alimentario 
Argentino, 2017).
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La observación original de los efectos positivos de estas bacterias la hizo el científico ruso 
Ilya Metchnikoff (1907), quien señaló que el elevado consumo de yogur por parte de los 
pobladores de los Balcanes, tenía cierta asociación con su gran longevidad y buena salud física. 
Al mismo tiempo, el pediatra Henry Tissier (1907) observó que los niños con diarrea tenían en 
sus heces un escaso número de bifidobacterias respecto de los niños sanos y sugirió que este tipo 
de bacterias podrían ser administradas a pacientes con diarrea para restaurar la flora original. El 
término probiótico fue utilizado por primera vez en el año 1965 por Lilly & Stillwell para 
describir a aquellas sustancias secretadas por un microorganismo que estimulan el crecimiento de 
otros microorganismos; sin embargo, fue a posterior cuando la palabra adquirió el significado que 
se le asigna actualmente, aludiendo a microorganismos incluidos en productos alimenticios que 
contribuyen al balance microbiano intestinal (Fuller, 1989).
En la actualidad para que un organismo sea considerado como probiótico debe reunir 
características como ser habitante normal del intestino humano, no ser patógeno ni toxigénico, 
sobrevivir al medio ácido del estómago y al efecto de la bilis en el duodeno, tener capacidad de 
adhesión a células epiteliales, adaptarse a la microbiota intestinal sin desplazar la microbiota 
nativa ya existente, producir sustancias antimicrobianas y tener capacidad para aumentar de modo 
positivo las funciones inmunes y las actividades metabólicas (Castro & De Rovetto, 2013; Berry 
et al., 2017). Los efectos beneficiosos de los probióticos en la salud humana y animal son cada 
vez más reconocidos y estudiados generando interés tanto en el ambiente científico, como en la 
industria alimenticia y farmacéutica (Carro et al., 2014; Benavides et al., 2015; Del Coco, 2015; 
López & Marino, 2015; Sanchez et al., 2015; García Hernández & Pérez Sánchez , 2015).
II.4.1. Bacterias ácido lácticas con propiedades probióticas
Las BAL son un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas, de forma bacilar o 
cocoide. Comparten rasgos comunes como ser aerotolerantes, no patógenas, no toxigénicas, no 
forman esporas, no reducen el nitrato y no producen pigmentos (Sánchez & Tromps, 2014). Estas 
bacterias pueden ser homo o heterofermentativas en función de los productos de su metabolismo. 
Las BAL homofermentativas por glucólisis (Ruta de Embden-Meyerhoff) anaeróbica, en exceso 
de glucosa producen ácido láctico como único producto. Sin embargo, las BAL 
heterofermentativas utilizan la ruta metabólica de la pentosa fosfato (vía del fosfogluconato o 
lanzadera de fosfatos de pentosas) en la que la glucosa-6 -fosfato es deshidrogenada a 6 - 
fosfogluconato y luego descarboxilada para producir CO2. Luego la pentosa-5-fosfato es
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disociada en fosfato de gliceraldehído y acetilfosfato. El fosfato de gliceraldehído se metaboliza 
en ácido láctico y el acetilfosfato se reduce a etanol a través de los intermediarios acetil-CoA y 
acetaldehído (GENMIC, 2007).
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Tabla 4. Ejemplos de cepas probióticas más comúnmente utilizadas en productos alimenticios.
Cepa (designaciones alternativas) Analizados como mezcla de cepas
Bifidobacterium animalis DN 173 010 Lactobacillus acidophilus CL1285 y L.casei
Bifidobacterium animalis subesp. lactis Bb-12
Bifidobacterium breve Yakult Lactobacillus rhamnosus GR-1 y L. reuteri
Bifidobacterium infantis 35624 RC-14
Bifidobacterium lactis HN019 (DR10)
Bifidobacterium longum VSL#3 (mezcla de una cepa de Streptococcus
Enterococcus LAB SF 68 thermophilus, cuatro Lactobacillus spp., y tres
Escherichia coli Nissle 1917 cepas Bifidobacterium spp
Lactobacillus acidophilus LA-5
Lactobacillus acidophilus NCFM Lactobacillus acidophilus CUL60 y
Lactobacillus casei DN-114 001 Bifidobacterium bifidum CUL 20
Lactobacillus casei CRL431
Lactobacillus casei F19 Lactobacillus helveticus R0052 y L. rhamnosus
Lactobacillus casei Shirota R0011
Lactobacillus johnsonii La1 (Lj 1)
Lactococcus lactis L1A Bacillus clausii cepas O/C, NR, SIN y T
Lactobacillus plantarum  299V
Lactobacillus reuteri DSM 17938
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53013 (LGG)
Lactobacillus rhamnosus LB21
Lactobacillus salivarius UCC118
Saccharomyces cerevisiae (boulardii) lyo
(Guarner et al., 2011)
Este grupo de bacterias incluye géneros como Bifidobacterium, Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Enterococcus, Streptococcus, Carnobacterium, 
Aerococcus, Teragenococcus, Vagococcus, Weisella y  Pediococcus (tabla 4) que pueden ser
aisladas a partir de alimentos fermentados, masas ácidas, bebidas, plantas, leche y los tractos 
respiratorio, intestinal y vaginal de animales de sangre caliente, entre otros (Zapata et al., 2009; 
Bachmann et al., 2017).
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Figura 9. Inhibición del crecimiento bacteriano de extractos crudos de bacterias ácido lácticas 
(BAL).
a-Muestra de leche. b- Crecimiento de colonias de BAL. c- Imagen microscópica de las BAL. d- 
Inhibición del crecimiento de S. aureus alrededor del hoyuelo donde se inoculó extracto crudo de la BAL.
Debido a que las BAL poseen propiedades probióticas y bajo potencial patogénico, a que 
son parte de la microbiota normal de las mucosas y prevalecen en los alimentos fermentados, son 
consideradas organismos GRAS (General Regarded As Safe). Por todo lo expuesto, son 
utilizadas ampliamente en la preservación de alimentos (Sánchez & Tromps, 2014; Laulund et 
al., 2017). Actualmente las BAL son utilizadas en la industria para preservar y aumentar la vida 
útil de los productos alimenticios y mejorar las propiedades sensoriales de los alimentos como lo 
son el sabor, aroma, textura e incremento del valor nutricional. Esto es atribuible a la acción 
metabólica que ejercen sobre proteínas, azúcares y lípidos. La producción de metabolitos como el 
peróxido de hidrógeno, ácido láctico, ácido cítrico, bacteriocinas, entre otros, deriva en la 
inhibición del crecimiento de microorganismos patógenos ejerciendo un efecto antagónico por 
ejemplo frente a Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli y  Staphylococcus 
aureus. . Esto está demostrado con la obtención de resultados favorables en distintas evaluaciones 
del potencial bactericida de los extractos crudos de BAL sobre el crecimiento de 
microorganismos patógenos (figura 9) como los que se aíslan en ETAs (enfermedades de
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transmisión alimentaria). Al disminuir la presencia de bacterias patógenas en los alimentos, se 
previenen toxoinfecciones e infecciones alimentarias y al impedir la adhesión de patógenos por 
exclusión competitiva, disminuyen su probabilidad de transmisión a través de alimentos 
(Fernández Villa et al., 2014; Laulund et al., 2017).
II.4.2. Aplicaciones de BAL o sus metabolitos liberados
Si bien se está aplicando la utilización de BAL o sus metabolitos en diversas áreas de las 
ciencias e industrias, aún falta dominar falencias en pos de mejorar sus aplicaciones. Por citar 
ejemplos, en la industria de la alimentación, se ha evaluado su capacidad para contribuir en la 
calidad y seguridad tanto de la malta como de los productos derivados aprovechando la existencia 
de BAL en la microbiota de los granos de cebada (Gerbaldo et al., 2012). El efecto antagónico de 
BAL aisladas a partir de productos cárnicos madurados artesanalmente ha sido valorado frente S. 
aureus, E. coli y L. monocytogenes. El género Weissella, así como sus metabolitos extracelulares 
han demostrado un gran potencial biotecnológico como bioprotectores de alimentos, antagonistas 
de actividad microbiana de cepas patógenas y alteradores de productos cárnicos, entre otros. 
Todo esto genera un potencial de utilización en la bioconservación de cepas BAL en alimentos 
artesanales elaborados en México (Alvarado Osuna, 2007). Dentro de lo desarrollado como 
productos probióticos para uso animal, se pueden citar ejemplos como la valoración de la 
capacidad inhibitoria sobre microorganismos patógenos de la cepa F2 de Lactobacillus paracasei 
subespecie tolerans, aislada de intestino de Ramnogaster arcuata, mostrando buenas perspectivas 
para su aplicación en el cultivo de trucha arcoíris, produciendo cambios significativos en la tasa 
específica de crecimiento y ganancia de peso promedio sin efectos negativos (Sica, 2015); el 
Lactobacillus brevis ATCC 8287 fue probado como suplemento de la alimentación mejorando el 
rendimiento y la función inmune de lechones (Lahteinen, et al., 2014).
En el plano farmacológico aplican tanto a medicina humana como veterinaria. Distintas 
investigaciones abordan las ventajas y desventajas de la administración sistemática de probióticos 
en la prevención de diarreas por diferentes causales como lo son la diarrea asociada al consumo 
antibióticos (Butler et al., 2012), la asociada al Clostridium difficile en adultos y niños (Wiley & 
Sons, 2013), de la enterocolitis necrosante en neonatos prematuros (Alfaleh et al., 2012), o en la 
enterocolitis necrotizante en recién nacidos prematuros (Suárez Rodríguez & Solís Sánchez,
2015). También se ha propuesto la selección de BAL resistentes a compuestos anticancerígenos 
para su futura administración a pacientes sometidos a quimioterapia. De hecho la cepa L43 podría 
ser utilizada en un futuro como probiótico para evitar que los enfermos de cáncer a los que se
administran afatinib, desarrollen mucositis, gestando una mejora de su calidad de vida. En el 
plano veterinario, las investigaciones están dirigidas fundamentalmente al tracto gastrointestinal 
(Delucchi, et al., 2017). Microorganismos vivos con características probióticas son pensados 
como una alternativa al uso de antibióticos. Por ejemplo, Lactobacillusplantarum  se ha utilizado 
en cerdos junto con la ración de iniciación libre de antibióticos en fase de precebo, para el control 
de bacterias entéricas, influenciando las comunidades gastrointestinales y logrando un mejor 
control de las infecciones que causan diarrea (Ruiz-Moyano et al., 2012). Delucchi, et al. (2017) 
evaluaron el efecto de la cepa probiótica Lactobacillus murinus nativa (LbP2) sobre los 
parámetros clínicos generales de los perros con diarrea asociada al moquillo con efectos 
beneficiosos. En los ejemplos antes mencionado, se pueden ver el abordaje de los probióticos 
como eje central con características prometedoras en distintos ámbitos. Combinado con otras 
medidas terapéuticas, el tratamiento con probióticos parece ser prometedor. Sin embargo queda 
expuesta la necesidad de continuar las investigaciones a los fines de mejorar su utilización.
II.4.3. Diseño de probióticos para  uso en bovinos
Uno de los parámetros a tener en cuenta en el diseño de un probiótico es el origen de las 
cepas. Serán convenientes aquellas que son aisladas del mismo ecosistema en el que se aplicarán 
contando así, con el apoyo de la especificidad del hospedador y del nicho ecológico (Sánchez et 
al., 2015). Se entiende entonces que serán más efectivas cepas generadoras de probióticos de 
origen bovino contra otras cepas de especie bovina. Y más específicamente, si se piensa en cepas 
probióticas que sean potencialmente beneficiosas en la prevención de la mastitis, las BAL 
aisladas de la microbiota láctica autóctona de la ubre serán las que mejor apliquen a este 
parámetro sin que conlleven ningún tipo de riesgo para el animal. Espeche et al. (2009) adoptaron 
los siguientes criterios en el aislamiento de cepas BAL para ser utilizadas como probióticos en la 
prevención de mastitis:
• Las cepas no debían pertenecer al grupo de patógenos de mastitis.
• Buen estado de salud en los cuartos donde se realizó el aislamiento.
• Debían causar la inhibición de al menos uno de los patógenos probados.
• Poseer alta hidrofobicidad.
• Fenotipo de autoagregación.
Jurado-Gámez et al. (2015) siguiendo estos mismos parámetros demostraron inhibición 
de L. casei y su sobrenadante sobre las bacterias patógenas, mostrando buenas características
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probióticas en condiciones in vitro que permitirían su aplicación en ensayos in vivo para el 
control de microorganismos causantes de mastitis subclínica en vacas. Por lo expuesto se puede 
observar que las líneas de investigación sobre el accionar de probióticos son abundantes 
generando un área potencial de aplicaciones tecnológicas que pudieran ofrecer alternativas 
valiosas en distintos campos de producción.
II.5. Péptidos antimicrobianos
El uso inadecuado de los antibióticos crea condiciones favorables a la aparición, 
propagación y persistencia de microorganismos resistentes. Esto evidencia la necesidad de la 
búsqueda de nuevas opciones que permitan sustituir a los ATMs convencionales, y es allí donde 
aparecen como posibilidad los PAs que son particularmente atractivos por sus pequeños tamaños, 
rápida acción y pocas posibilidades de desarrollar resistencia (Tonarelli & Simonetta, 2014; 
Cárcamo-Aréchiga et al., 2016; Starr, et al., 2017).
Los PAs son polipéptidos (12 a 50 aminoácidos) codificados por genes y sintetizados en 
los ribosomas, que en algunos casos presentan aminoácidos modificados luego de la traducción. 
Actualmente se han descrito alrededor de 1.200 PAs. Se encuentran en casi todos los organismos 
vivos, ampliamente distribuidos en los reinos animal y vegetal, y tienen la capacidad de destruir 
diferentes bacterias, hongos, parásitos y células cancerosas. La expresión de los PAs puede ser 
constitutiva o puede ser inducida en respuesta a estímulos infecciosos y/o inflamatorios, tales 
como bacterias o moléculas presentes en esas bacterias que inducen la inmunidad innata (Michea 
et al., 2016). Los PAs son capaces de aumentar la fagocitosis, estimular la liberación de 
prostaglandinas, neutralizar los efectos de los lipopolisacáridos sépticos, promover el 
reclutamiento y la acumulación de diversas células inmunes en sitios inflamatorios, promover la 
angiogénesis e inducir la reparación de heridas. Son sustancias con complejos mecanismos de 
acción sobre el patógeno. Pueden actuar a través de su membrana o afectando blancos internos, 
como la replicación del ADN y la síntesis de proteínas. También pueden interactuar con el 
huésped a través de funciones inmunomoduladoras de la regulación del proceso inflamatorio y de 
la cicatrización. Es importante aclarar que aunque la generación de resistencia a los PAs es 
mucho menor si se compara con la provocada por los antibióticos convencionales, existen 
mecanismos de resistencia, como la degradación por proteasas, la liberación de proteínas 
inhibidoras o los cambios en la conformación de la membrana externa del patógeno. Están siendo 
analizadas sus aplicaciones farmacológicas considerando sus aspectos terapéuticos favorables.
También se investiga su potencial accionar en la biopreservación alimentaria, evaluándolos como 
sustitutos parciales o totales de los conservantes químicos. Dentro de los PAs producidos por 
bacterias han cobrado gran interés las bacteriocinas (Tellez & Castaño, 2010; Tonarelli & 
Simonetta, 2014).
II.5.1. Bacteriocinas
Las BAL secretan pequeños péptidos bioactivos, simples o complejos, de síntesis 
ribosomal denominados bacteriocinas, que ejercen su acción de modo extracelular y poseen 
actividad antimicrobiana como parte de un mecanismo de defensa y de competencia ante otros 
microorganismos. Su efectividad ha quedado demostrada contra cepas de L. monocytogene, E. 
coli, S. aureus, Salmonella spp. y Clostridium spp. (Mondragón Preciado et al., 2013; Villa et al., 
2014; Londoño et al., 2015; Ovchinnikov et al., 2017). Tradicionalmente se han considerado 
como péptidos biológicamente activos con propiedades bactericidas contra otras especies 
estrechamente relacionadas desde el punto de vista taxonómico con la cepa productora, sin 
embargo, se han encontrado también acciones bactericidas contra cepas distanciadas 
filogenéticamente (González-Martínez et al., 2003). La célula productora sintetiza una molécula 
que la inmuniza contra la propia bacteriocina. La producción ocurre de forma natural durante la 
fase logarítmica del desarrollo bacteriano o al final de la misma, guardando relación directa con 
la biomasa producida (Londoño et al., 2015).
Las bacteriocinas son los metabolitos más estudiados como inhibidores del crecimiento de 
microorganismos patógenos en matrices alimentarias lo que redundaría en una reducción de las 
enfermedades transmitidas por alimentos. Poseen ciertas propiedades que los hacen 
particularmente atractivos, tales como su pequeño tamaño, rápida acción y pocas posibilidades de 
desarrollar resistencia. Son consideradas GRAS por la FDA (Food and Drug Administration, 
USA), no obstante, solamente algunos pocos péptidos han sido aprobados por esta entidad 
(Mondragón Preciado et al., 2013; Tonarelli & Simonetta, 2014; Londoño et al., 2015).
La primera bacteriocina aislada y aprobada para ser utilizada en alimentos fue la nisina 
(figura 10), producida por diversas cepas de Lactococcus lactis subsp. Lactis, la cual comenzó 
siendo aplicada para controlar la proliferación de esporas de Clostridium botulinum en quesos. En 
1968 una comisión conjunta de la FAO y la OMS, aceptó su empleo y en 1983 se añadió a la lista 
positiva de aditivos del Consejo de la Unión Europea, confiriéndole el estatus de sustancia 
GRAS. Es la única bacteriocina incluida en la lista positiva de aditivos alimentarios, Codex
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Alimentarius. El espectro de acción de la nisina incluye a potenciales patógenos y alterantes 
asociados a los alimentos como son Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria 
monocytogenes, Clostridium spp., Escherichia coli, entre otros. Sus propiedades físico-químicas 
la hacen resistente a los tratamientos térmicos y cambios de pH que sufren los alimentos durante 
su fabricación y almacenamiento y su pequeño tamaño le permite la difusión en sistemas 
semisólidos, propios de la mayoría de los alimentos. Este conservante natural se emplea 
principalmente para prolongar la vida útil de diversos productos lácteos pasteurizados, evitar la 
alteración de las conservas por microorganismos termófilos, y disminuir la intensidad del 
tratamiento térmico de alimentos enlatados (Londoño et al., 2015). En la actualidad, las únicas 
bacteriocinas utilizadas comercialmente por tener licencia para su uso como bioconservantes son 
la nisina, producida por Lactococcus lactis (NisaplinTM; Danisco, Dinamarca), y la pediocina 
PA-1, producida por Pediococcus acidilactici (ALTATM 2431; Kerry Bioscience, Carrigaline, 
Co. Irlanda). Otras bacteriocinas, como las lacticinas 3147 y 481, están a la espera de ser 
comercializadas (Mondragón Preciado et al., 2013; Tonarelli & Simonetta, 2014). Se ha 
incrementado notablemente en los últimos años las investigaciones que apuntan no solo a 
clarificar su potencial benéfico sino también a desarrollar estrategias para identificar nuevos 
péptidos.
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Figura 10. Estructura de la Nisina (Proteins Daily Blog., 2014).
II.5.2. Clasificación de las bacteriocinas
Las bacteriocinas se clasifican de acuerdo con sus características químicas y espectros de 
actividad en cuatro clases:
• Clase I, conocidos como lantibióticos, son péptidos pequeños (menos de 5.000 Da), 
activos a nivel de membrana y termoestables. Los residuos de serina, treonina y cisteína 
en su propéptido experimentan modificaciones post-traduccionales extensivas para 
formar lantionina y metil-lantionina. Primero hay una formación del prepéptido, 
reacciones de modificación, clivaje proteolítico del péptido líder y translocación del 
prepéptido modificado o propéptido maduro a través de la membrana citoplasmática. Esta 
clase se subdivide a su vez, en lantibióticos tipo A y B, de acuerdo a sus estructuras 
químicas y a sus propiedades antimicrobianas. Ejemplos característicos de lantibióticos de 
tipo A son nisina (descubierta en el año 1928) y lacticina S y de tipo B, mersacidina y 
aconvenina.
• Clase II o no lantibióticos, son péptidos pequeños (menos de 10.000 Da), termoestables, 
que contienen aminoácidos regulares, corresponden a péptidos no modificados 
postraduccionalmente, son termoestables y presentan un rango de actividad bastante 
limitado. Son sintetizadas como prepéptidos que poseen una secuencia señal N-terminal y 
un sitio de procesamiento proteolítico doble glicina característico, que se encuentra en el 
extremo C-terminal del péptido señal. Luego de la formación del prepéptido, el péptido 
líder es removido concomitantemente a su exportación fuera de la célula a través del 
transportador ABC dedicado y su proteína accesoria. En este grupo se pueden identificar 
cuatro subclases:
o Clase IIa.- Son péptidos activos contra Listeria, sus secuencias aminoacídicas muestran un 
elevado grado de homología (38 -  55 %), que es mucho más pronunciado en la parte N - 
terminal de los péptidos, la cual es altamente hidrofílica y catiónica. Todos los miembros 
de esta subclase tienen la secuencia consenso en la región N-terminal TGNGVXC y sus 
representantes característicos son la pediocina PA-1 y la sakacina P.
o Clase IIb.- Son formadores de complejos de poración que consisten de dos péptidos 
diferentes. Ambos péptidos son necesarios para una mejor actividad antimicrobiana. En 
este grupo se encuentran la lactococcina G y las plantaricinas EF y JK.
o Clase IIc - péptidos pequeños, termoestables, no modificados y que se transportan 
mediante péptidos líder utilizando un sistema sec-dependiente, son procesadas y
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secretadas a través de la vía secretoria general. En esta subclase solamente se reportan las 
bacteriocinas enterocina P, divergicina A y acidocina B.
o Clase IId.- son las bacteriocinas de la clase II que, como sucede con la lactocina A, no se 
pueden clasificar en ninguno de los subgrupos anteriores. Algunos autores han sugerido la 
creación de otra subclase para las bacteriocinas que requieren cisteínas reducidas para su 
actividad, como la lactocina B.
• Clase III o bacteriolisinas, es a la que pertenecen proteínas con un peso superior a 30 kDa 
y sensibles al calor. No tienen demasiado interés industrial. En esta clase se encuentran 
las helveticinas J y V, acidofilucina A, caseicina 80 y lactacinas A y B.
• Clase IV, son de estructura compleja, están conformadas por un grupo heterogéneo de 
proteínas que presentan adiciones de carbohidratos y lípidos indispensables para su 
actividad biológica. A este grupo corresponden plantaricina S, leuconocina S, lactocina 27 
y pediocina SJ.
• No clasificables: grupo integrado por aquellas que no se pueden clasificar en ninguna de 
las clases citadas, como por ejemplo la enterocina AS-48 (Mondragón Preciado et al., 
2013; Tonarelli & Simonetta, 2014).
II.5.3. Mecanismos de acción de las bacteriocinas
Los mecanismos de acción de este tipo de sustancias son variados y están relacionados 
con complejas interacciones moleculares. Entre los mecanismos de acción reportados se destacan 
varias características esenciales para que puedan llevar a cabo su actividad antimicrobiana 
independiente del blanco celular, membrana o pared celular, así como la interacción con algunas 
proteínas importantes en el metabolismo de la célula. Aunque su carácter catiónico asociado con 
su tendencia a ser anfipáticas facilita su interacción e inserción en las paredes celulares aniónicas 
y membranas de fosfolípidos de los microorganismos se han propuesto varios mecanismos que 
explican su modo de acción, como: promover por sí mismo la captación, ejercer una acción 
detergente sobre la membrana celular y funcionar como poros de la membrana celular.
Las bacteriocinas poseen una carga neta positiva que favorece su interacción con la carga 
negativa de los lipopolisacáridos de la membrana de las bacterias Gram negativas, o con los 
ácidos teicoicos y lipoteicoicos de la pared de las bacterias Gram positivas. La hidrofobicidad es 
una característica requerida para la inserción de la bacteriocina en la membrana celular, así como 
su flexibilidad, que le permite realizar un cambio conformacional de un estado soluble a uno de
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interacción con la membrana. A pesar que estas características varían de molécula a molécula, 
todas son importantes para la actividad antimicrobiana.
Nisina en la clase I y pediocina como representante de la clase II comparten algunas 
características en común. Por lo general, actúan destruyendo la integridad de la membrana 
citoplasmática a través de la formación de poros, lo que provoca la salida de compuestos 
pequeños o altera la fuerza motriz de protones necesaria para la producción de energía y síntesis 
de proteínas o ácido nucleicos. Es posible que las clases I y II de las bacteriocinas compartan 
mecanismos de acción semejantes. Aparentemente, los péptidos se unen a la membrana 
citoplasmática a través de uniones electrostáticas con los fosfolípidos cargados negativamente y 
luego se insertan a la membrana con una reorientación que depende del potencial de membrana, 
el cual está influenciado por el pH y la composición fosfolipídica. Los monómeros de 
bacteriocina forman agregados proteicos que resultan en la formación del poro con la 
consecuente salida de iones (principalmente potasio y magnesio), pérdida de la fuerza motriz de 
protones (FMP), salida de ATP y aminoácidos. La fuerza motriz de protones juega un papel 
central en la síntesis de ATP, en el transporte activo y el movimiento bacteriano, por lo tanto, se 
inhibe la síntesis de macromoléculas y la producción de energía dando como resultado la muerte 
celular. Aunque es común la formación de poros y la disipación de la fuerza motriz de protones 
en el modo de acción de las bacteriocinas, existen algunas particularidades en cada clase. De la 
clase I, la nisina no requiere de un receptor unido a la membrana de la célula blanco ya que 
reconoce la composición fosfolipídica de la célula. En cambio, para la acción de la lactococina A 
y la lactoestrepcina se requiere de la unión a receptores membranales. Para las bacteriocinas de la 
clase IIa se ha sugerido que la región consenso amino terminal tiene un papel importante en la 
capacidad de reconocimiento de la membrana de la célula blanco. En las de la clase Ilb, las 
plantaricinas EF y JK dependen de la acción de dos péptidos a y b para la formación de poros y la 
consecuente disipación del potencial de membrana. En la clase III, que son bacteriocinas de alto 
peso molecular, el mecanismo de acción es menos complejo que el de los lantibióticos y no 
lantibióticos, ya que actúan directamente sobre la pared celular de las bacteria Gram positivas lo 
que conduce a la lisis y muerte de las células (Télles & Castaño, 2010; Mondragón Preciado et 
al., 2013; Tonarelli & Simonetta, 2014).
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II.5.4. Resistencia de las bacteriocinas
Su mecanismo de acción y su espectro de inhibición relativamente cerrado, hace poco 
frecuente la aparición de cepas resistentes (Aguilar & Klotz, 2011).Sin embargo, aun cuando se 
presenta como un fenómeno menor hay que decir que las bacteriocinas han mostrado resistencia. 
Si bien es generada con mayor dificultad comparado con los antibióticos convencionales, es 
importante tener en cuenta que las connotaciones de resistencia en este tipo de sustancia, en 
cuanto a la generación de resistencia cruzada con los péptidos utilizados por el sistema inmune, 
pueden ser más graves (Roces et al., 2012; Kristiansen et al., 2016; Ghequire et al., 2017).
Actualmente se conoce que la resistencia de las bacterias a los PAs está determinada por 
propiedades de la bacteria que incluyen carga y estructura de los componentes de la membrana 
externa, como lipopolisacáridos, composición de los lípidos y presencia de un potencial 
electroquímico en la membrana citoplasmática, y la respuesta de la bacteria a cambios 
ambientales y estrés, así como mecanismos de transporte, flujo y degradación del péptido. Para el 
caso de algunas bacterias se ha podido comprobar la producción de enzimas proteolíticas capaces 
de degradar los PAs; algunos ejemplos son elastasas, gelatinasas, metaloproteinasas, 
metaloproteasas, proteasas de cisteína y de superficie, en diferentes organismos como 
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Streptococcus spp. y 
Staphylococcus spp. Otro mecanismo de resistencia es la neutralización de los PAs a través de la 
unión de moléculas unidas a la membrana o secretadas por ella, o por inducción de moléculas del 
huésped que se unan a los PAs. También es aplicable como mecanismo de resistencia, la 
existencia de algunos transportadores transmembrana capaces de bombear los PAs junto con 
algunos antibióticos convencionales, lo que favorece a una resistencia contra múltiples sustancias 
(Téllez & Castaño, 2010; Mondragón Preciado et al., 2013; Kristiansen et al., 2016; Ghequire et 
a l,  2017).
Aun cuando la utilización de cultivos iniciadores productores de bacteriocinas como 
preservantes naturales en alimentos motiva a su utilización y se han realizado avances en los 
conocimientos sobre mecanismos de acción, estructura, síntesis y caracterización molecular de 
estas sustancias, el surgimiento de cepas resistentes a bacteriocinas hace necesario la ampliación 
de los estudios hacia ese campo.
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II.5.5. Avances y aplicaciones en la industria de la alimentación
Actualmente, las bacteriocinas son utilizadas en una amplia categoría de alimentos, 
incluyendo cárnicos, lácteos, productos enlatados, vegetales y bebidas como cerveza y vino. Sus 
características de compatibilidad en dichos productos, así como su modo de acción, hacen 
atractivo su uso en los alimentos. Las bacteriocinas más utilizadas para inhibir microorganismos 
patógenos en diversas matrices son nisina, leucocina, pediocina y enterocina, aunque en menor 
proporción se aplican otras.
Según los distintos estudios analizados se puede ver que la actividad de la bacteriocina se 
evalúa a través de preparaciones parcialmente purificadas obtenidas desde caldos de cultivo, 
obteniéndose en la mayoría de los casos una baja concentración de bacteriocinas, que limita la 
eficacia de la biopreservación y su aplicación a nivel industrial. La producción de ciertas 
bacteriocinas por métodos de laboratorio no implican su efectividad en los alimentos, pero la 
acción combinada de una o más bacteriocinas con otros metabolitos como reuterina, glicina, 
ácido láctico y antimicrobianos de uso industrial pueden reforzar considerablemente la acción 
inhibitoria, mejorado los efectos bactericidas. En la mayoría de los estudios se evalúa la 
inhibición de las bacteriocinas in vitro y no directamente sobre el alimento. Es común la 
utilización de placas de agar que contienen cantidades conocidas de microorganismo patógeno en 
las cuales se inoculan preparados que contienen bacteriocinas, se incuban y se determinan la 
inhibiciones del crecimiento del patógeno según los tamaños de los halos de no crecimiento en 
milímetros. No obstante se comprueba la existencia de una gran variabilidad en cuanto a los 
diseños y condiciones de experimentación (condiciones de almacenamiento, temperatura, técnica, 
etc.) a la hora de evaluar el efecto inhibidor de las bacteriocinas (Mondragón Preciado et al., 
2013; Fernández Villa et al., 2014). Todas las técnicas confluyen en su fin último, que es la 
reducción de las poblaciones de patógenos en comparación con un control, tratando de emular las 
condiciones en las cuales será utilizada a posterior. Es categórico tener en cuenta que la 
aplicación directa de bacteriocinas puede resultar en la disminución o pérdida de la actividad 
antimicrobiana debido a la posible interacción con componentes de los alimentos, siendo esto 
pasible de ser mejorado relativamente, utilizando diseños donde la bacteriocina sea combinada 
con otros antimicrobianos. Esto sugiere que la eficacia de las bacteriocinas es mayor in vitro, 
frente a su uso directo en los alimentos y que el efecto inhibitorio de las bacteriocinas depende 
del tipo de bacteriocina, de la matriz alimentaria, de las condiciones del experimento y del 
microorganismo a inhibir. Como factores desfavorables para utilizar bacteriocinas en alimentos,
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son los costos en cuanto a la producción, su poca termotolerancia y su espectro antibacterial, lo 
cual varía dependiendo de la bacteriocina. Un elevado número de investigaciones resaltan a L. 
monocytogenes y S. aureus como los microorganismos más estudiados en pruebas de inhibición 
de su crecimiento en alimentos a través del uso de bacteriocinas (Fernández Villa et al., 2014; 
Londoño et al., 2015).
El desafío planteado en la actualidad tiene que ver con mejorar la conservación de los 
alimentos frescos disminuyendo el uso de preservantes químicos debido a los efectos adversos 
que puedan causar en la salud del consumidor; para lo cual, la búsqueda de alternativas al uso de 
ATMs o las búsquedas apuntadas a otras potencialidades, ha suscitado la exploración de las 
capacidades de las bacterocinas. A pesar del contexto expuesto, los estudios sobre los metabolitos 
generados por BAL con actividad contra patógenos, los principales agentes microbianos contra 
los cuales se han empleado y el tipo de alimentos que con mayor frecuencia se han investigado, 
siguen siendo exiguos y los estudios individuales no permiten disponer de un perfil completo 
sobre estos tópicos ni presentan conclusiones con buena potencia estadística o validez externa, de 
modo que puedan ser aplicados en múltiples contextos (Monteagudo-Mera et al., 2011; 
Fernández Villa et al.,2014).
II.5.6. Potencialidades farmacológicas de las bacteriocinas
Dentro de las potencialidades que se pueden valorar de las bacteriocinas se cuenta con:
• Espectro de actividad: Bacterias, hongos, virus y algunos tumores.
• Poseen un objetivo relativamente no específico o múltiples objetivos.
• Generalmente para producir resistencia se requieren múltiples pases sub CIM o de la 
presencia de proteasas específicas. Es inferior a la que produce los ATMs convencionales.
• Incluyen mecanismos anti-endotóxicos y de incremento en la respuesta inmune innata.
• Poseen una vida media corta por degradación proteolítica.
• No se conocen toxicidades por su uso tópico.
• Son agentes inmunomoduladores.
Como factores desfavorables de las bacteriocinas se cuentan los siguientes:
• Tienen un elevado costo de producción.
• Los posibles efectos colaterales de este tipo de sustancias (por ejemplo, se ha encontrado 
actividad embriotóxica y paralizante sobre los espermatozoides).
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Actualmente las bacteriocinas están siendo evaluadas como monoterapia, para la 
prevención y tratamiento de infecciones humanas (Álvarez-Calatayud et al., 2015) y veterinarias 
(Rodrigues De Oliveira et al., 2015; Jurado-Gámez et al., 2015), en combinación con los ATMs 
convencionales, con el fin de promover un efecto sinérgico o aditivo a estos últimos (Justiniano 
Mejía & Mejía Delgado, 2013) o en combinación con otras bacteriocinas (Tonarelli & Simonetta, 
2014); como agentes inmunomoduladores que incrementen la inmunidad innata natural y en 
función de sus propiedades quimiotácticas (Prieto Peña et al., 2015; Sánchez et al., 2015), como 
agentes neutralizantes de las endotoxinas (Téllez & Castaño, 2010) y con el fin de prevenir 
complicaciones fatales asociadas con los factores de virulencia que causan el choque séptico 
(Tonarelli & Simonetta, 2014).
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CAPÍTULO III. MATERIALES Y MÉTODOS
En respuesta a los objetivos específicos planteados en esta tesis, este capítulo se presenta 
dividido en tres ejes principales. En el primero de ellos (ítem III.1), se encuentran los contenidos 
relacionados a las muestras y el procesamiento de las mismas para estimar la prevalencia de 
mastitis, así como el análisis de los factores de riesgo de infecciones intramamarias (IIM) 
producidas por S. aureus, en vacas en período de lactancia procedentes de los tambos localizados 
en el Departamento Río Segundo, Córdoba.
El segundo eje (ítem III.2), plantea los materiales y métodos para abordar al tercer y 
cuarto objetivo específico, abarcando la detección, caracterización, purificación y 
secuenciamiento de los PAs; como así también el aislamiento e identificación de las BAL 
productoras de dichos péptidos.
Por último, el tercer eje (ítem III.3) abarca al segundo y cuarto objetivo a través del 
análisis de concentraciones inhibitorias mínimas de los ATMs y de los PAs individualmente y la 
comparación entre ellas.
111.1. M astitis bovina en el Departam ento Río Segundo (Córdoba)
111.1.1. Animales intervinientes en el muestreo
La población objeto de análisis para estimar la prevalencia de mastitis bovina fue la 
correspondiente a las vacas en lactancia procedentes de los tambos radicados en el departamento 
Río Segundo, Córdoba. Los datos referidos a la cantidad de vacas en lactancia (N = 12.370, 
anexo VIII.1) así como el número de tambos (141) y su distribución espacial, fueron aportados 
por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) regional, a través del 
Ente Departamental de Salud Animal (SENASA / EDeSA, 2012).
El número de animales a muestrear en toda la extensión departamental (n) fue obtenido 
según las recomendaciones de Mateu & Casal (2003) y Scheaffer et al. (2005), para estimar
proporciones en poblaciones finitas. Para el cálculo fueron considerados el total de animales en 
lactancia en Río Segundo (N), la proporción de éxitos (p) con un valor del 50 % (debido a la 
ausencia de datos relacionados a la frecuencia de mastitis en la región), un máximo error de 
estimación (e) del 5 % y una confianza del 95 %.
La selección de los individuos dentro de cada establecimiento fue realizada en forma 
aleatoria en la medida que ingresaban a la sala de ordeño. Como factores de inclusión se 
consideraron que los animales estén clínicamente sanos (exceptuando los casos de mastitis 
clínica), cursando entre la segunda y quinta lactancia y en el segundo tercio del período de 
lactancia.
Por otra parte, los tambos que participaron del muestreo fueron seleccionados en forma 
sistematizada, considerando uno de cada cuatro tambos de los 141 en existencia en el 
departamento Río Segundo (anexo VIII.2).
III.1.2. Caracterización de los establecimientos
Una encuesta semi-estructurada fue aplicada como instrumento de recolección de datos, 
que sirvió para caracterizar los establecimientos muestreados. Además de obtener información 
referidos a la composición del rodeo (vacas en ordeño y producción diaria), en la consulta se 
abordaron aquellos factores del tambo que probablemente estarían relacionados con la 
presentación de mastitis (Vissio et al., 2012; Vissio et al., 2015), tales como los métodos de 
control que se emplean, el seguimiento de la mastitis y otras características inherentes al personal 
y equipo de ordeño (cuando el mismo no fuera manual). Como se puede observar en la tabla 5, 
todos los factores se presentaron de manera categórica, de acuerdo a la hipótesis de bajo o alto 
riesgo de presentación de mastitis (asignándose como puntaje 0 o 1, respectivamente). Cabe 
destacar que los datos de la tabla 5 considerados en el apartado animales (cantidad de vacas en 
lactación y producción de leche), surgieron del supuesto que los establecimientos con mayor 
número de animales, apuestan a una mejor producción, la que se consigue a través de la 
optimización del manejo higiénico-sanitario del rodeo (puntuación 0  para > 1 0 0  y 1 para < 1 0 0 ; 
Oliszewski, 2016). Si se tiene en cuenta que la infección por S. aureus generalmente evoluciona 
hacia la cronicidad y puede persistir a lo largo de toda la vida del animal, la presencia de 
animales enfermos aumentaría las posibilidades de transmisión de la enfermedad a otros animales 
del rodeo (Pereyra et al., 2014). Debido a esto se consideraron en el apartado manejo y
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seguimiento como factores de riesgo la presencia de vacas con mastitis clínica al momento del 
muestreo y el no apartar vacas con mastitis clínica en los últimos 6  meses.
La sumatoria de las puntuaciones de los distintos factores de riesgo (tabla 5) permitió 
categorizar a los establecimientos en muy buenos (0 a 4 puntos), buenos (5 a 9 puntos), regulares 
(10 a 14 puntos) y precarios (15 a 19 puntos). A través de un test de ANOVA (previa 
corroboración de normalidad y homocedastisidad) con la prueba de comparaciones múltiples de 
Tukey, se pudo analizar la diferencia de las medias de producción de leche diaria por animal 
entre las distintas categorías de tambo; el nivel de significación fue del 5 % (p < 0,05).
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Tabla 5. Datos considerados en la encuesta semiestructurada para la caracterización de los
tambos.
Animales Puntaje
C antidad de vacas en lactación
> 1 0 0 0
< 1 0 0 1
Producción de leche (l/vaca/d)
> 2 0 0
< 2 0 1
M anejo y seguimiento de la mastitis
Responsable en el control de mastitis Médico Veterinario 0
Otros1 1
RCS2 en leche de tanque
< 2 0 0 .0 0 0 0
> 2 0 0 .0 0 0 1
Personal con capacitación técnica para Si 0
tareas relacionadas al ordeño No 1
Realiza control lechero
Si 0
No 1
O rden en que hacen ingresar a la sala de 
ordeño los animales sanos y con mastitis
Primero los sanos, luego los 
enfermos
0
En cualquier orden 1
Presencia de vacas con mastitis clínica al No 0
momento del muestreo Si 1
Realiza prueba de los prim eros chorros
Si 0
N o 1
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Tabla 5 (continuación)
M anejo y seguimiento de la mastitis
Uso de CM T3 para  mastitis subclínica
Si 0
No 1
Remite al laboratorio m uestras sospechosas Si 0
de mastitis No 1
Em plea guantes en la manipulación de las Si 0
ubres durante el ordeño No 1
Realiza sellado de pezones post-ordeñe
Si 0
No 1
A parta  vacas con mastitis clínica (últimos 6 Si 0
meses) No 1
Selección de medicamentos para  el 
tratam iento de mastitis
Por indicación del Med. 
Veterinario
0
Otros1 1
Equipo de ordeño
Tipo de ordeño
Mecánico 0
Manual 1
Frecuencia en los controles de la m áquina de < 3 meses 0
ordeño (mantenimiento del equipamiento) > 3 meses 1
Tiempo de cambio de pezoneras
Según indicación de fabricante 0
Cuando se gastan 1
Em plea tanques de almacenam iento Si 0
refrigerados para  el producto No 1
'Cualquier otra persona que no sea médico veterinario. 2RCS: recuento de células somáticas. 3CMT: 
California Mastitis Test.
III.1.3. Examen clínico de la glándula m am aria y toma de m uestras de leche
Una vez en la sala de ordeño, cada vaca fue explorada clínicamente en forma general y 
luego la glándula mamaria en forma particular. Esta maniobra fue llevada cabo por profesionales 
médicos veterinarios, docentes de la Universidad Nacional de Villa María.
La exploración clínica consistió en los procedimientos semiológicos habituales, 
constando fundamentalmente de la inspección y palpación general de la ubre y luego en
particular, considerando cada cuarto mamario (Mora et al., 2015). Se tuvo en cuenta la forma de 
la ubre y de cada cuarto, la simetría de los cuartos mamarios, el estado de la piel y ganglios, así 
como la forma, consistencia y sensibilidad de los pezones (Guía de Semiología veterinaria, UBA, 
2014). En esta instancia, el animal podía registrarse como positivo a la mastitis clínica, si uno o 
más cuartos mamarios poseía algún signo compatible con la inflamación (para casos agudos: 
tumefacción, rubor, dolor al tacto y aumento de la temperatura respecto a otro cuarto mamario; o 
bien fibrosis, induraciones o atrofia del cuarto, en los casos crónicos). Luego se procedió a la 
exploración de la secreción láctea de cada cuarto mamario, bajo un fondo oscuro. Si existían 
grumos o alteraciones en su coloración normal o aspecto (ej. sanguinolento, acuoso, purulento) 
en al menos uno de sus cuartos mamarios, también se consideraba al animal como positivo a la 
mastitis clínica.
Cabe destacar que conjuntamente con el procedimiento de inspección de la leche, se 
tomaba una muestra destinada a bacteriología (de acuerdo a recomendaciones de Oliver et al., 
2004) y al RCS. La muestra de leche se consideraba para la glándula mamaria en su conjunto, es 
decir que estaba constituida como mezcla de la procedente de los cuatro cuartos mamarios.
En tal sentido, previamente a la extracción de la leche, se procedía a realizar la higiene y 
la antisepsia de la piel de los pezones. Primero se limpiaban los pezones con toallas de papel 
desechables para retirar la suciedad común, se desinfectaba el pezón con solución iodada y se 
realizaba la antisepsia de la punta del pezón con algodón embebido en alcohol al 70 % v/v. Luego 
de dejar secar el alcohol, se eliminaban los primeros tres a cinco chorros de leche de cada cuarto, 
los que se examinaban clínicamente para registrar probables alteraciones, como se mencionó 
anteriormente. Seguidamente se recolectaban, en frasco estéril, entre 10 a 15 ml de leche de cada 
cuarto mamario. Los frascos se cerraban herméticamente, y una vez rotulados se conservaban en 
una caja isotérmica con geles refrigerantes hasta su remisión inmediata y durante el transporte al 
Laboratorio de Microbiología, de la carrera de Medicina Veterinaria del Instituto de Ciencias 
Básicas y Aplicadas de la Universidad Nacional de Villa María.
En este último lugar y en condiciones de esterilidad, fueron fraccionados 
aproximadamente 1 0  ml de leche en tubos estériles, los cuales se destinaron para los aislamientos 
bacterianos (S. aureus y BAL). A los 40 ml de leche restantes se les agregó 150 |il de azidiol para 
conservar y evitar que se aglutinen las células somáticas, debido a que esta muestra se destinó al 
RCS. Todas las muestras fueron mantenidas en refrigeración (4 °C) en un período inferior a las 
1 0  h hasta su análisis.
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III.1.4. Aislamiento de Staphylococcus aureus y recuento de células somáticas
Tal cual lo ilustra la figura 11, las muestras de leche se sembraron en medio cromógeno 
selectivo (CHROMagar, Francia), para el aislamiento y diferenciación directa de S. aureus, 
durante 24 h a 37 °C en atmósfera aeróbica. A partir de las placas que evidenciaron crecimiento 
de colonias de color rosado (aspecto típico que adopta S. aureus en este medio; sensibilidad 
superior al 99 %), se recuperaron colonias puras, que luego fueron subcultivadas en agar cerebro 
corazón (BHI, Brain Heart Infusion mas agar bacteriológico al x %), (Biokar diagnostics, 
Francia), incubándose durante 24 h a 37 °C en atmósfera aeróbica.
Se realizaron las pruebas de catalasa con H 2O2 al 30% p/v y coagulasa en tubo con plasma 
fresco de conejo. Aquellas muestras que resultaron positivas (+) para ambas pruebas fueron 
almacenadas a -20 °C por duplicado, en 0,8 ml de caldo tripteina soya (Britania, Argentina) más 
0 ,2  ml de glicerol como crioprotector.
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Figura 11. Proceso de aislamiento de las cepas de S. aureus.
(a) Cultivo en medio cromógeno selectivo para el aislamiento y diferenciación directa de S. aureus. (b) 
Prueba de catalasa y coagulasa. (c) Almacenamiento.
Por otra parte, a las muestras de leche conservadas con azidiol se las remitió al 
Laboratorio de Diagnóstico Veterinario Villa María (Labvima Sh) para que se les efectúe el RCS. 
En tal laboratorio, se empleó citometría laser en contador Somacount 300 (SIEM srl, Italia) según 
ISO 13366 -  2 : 2006 / IFD -  148 - 2 : 2006. Este instrumento utiliza el colorante bromuro de 
etidio (Bio Basic inc, Canadá) para teñir el ADN de las células, que por sus características de 
fluorescencia, cada célula detectada, genera una emision de luz roja cuando se lo expone a luz 
verde, que son captadas por un sistema óptico automático y puesta de manifiesto por pulsos 
eléctricos que se cuentan y ordenan por tamaño, mostrándose los resultados en la pantalla. Se 
estimó la media con su intervalo de confianza del 95 %.
La interpretación de los RCS se tuvo en cuenta según recomendaciones de Berry (2014), 
estableciéndose como punto de corte a las 200.000 cél /ml. Si las muestras de leche poseían 
valores superiores o iguales a este valor, se consideraba al individuo con una elevada 
probabilidad de presentar mastitis.
III.1.5. Estimación de la prevalencia de mastitis
La mastitis se consideró para la glándula mamaria en conjunto. Vale decir que si el caso 
en cuestión se registraba en al menos uno de los cuatro cuartos mamarios de la vaca, era 
suficiente para catalogar a un animal con mastitis (Reneau, 1986).
Los casos de mastitis se tuvieron en cuenta para las categorías que se detallan en la tabla 
6 , de acuerdo a la evidencia clínica de inflamación, la presencia o ausencia de aislamientos de S. 
aureus y los RCS en la leche. Se observa en dicha tabla que no sólo se contemplaron los casos 
clínicos y subclínicos de mastitis producidos por S. aureus (IIM por S. aureus), sino también 
aquellos casos de mastitis clínica inespecífica, independientemente de la producida por dicho 
agente.
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Tabla 6 . Interpretación de resultados para la estimación de la prevalencia de mastitis, tras la 
exploración clínica de la glándula mamaria bovina, la bacteriología de la leche (ausencia o 
presencia de S. aureus) y el recuento de células somáticas (RCS) en la leche.
Signos Leche
Clasificación del caso
clínicos* Aislamiento de S. aureus RCS (cél/ml)
Sano Ausentes Negativo < 2 0 0 .0 0 0
M astitis clínica a S. aureus Presentes Positivo > 2 0 0 .0 0 0
M astitis clínica inespecífica Presentes Negativo > 2 0 0 .0 0 0
M astitis subclínica a S. aureus Ausentes Positivo > 2 0 0 .0 0 0
Indefinida Ausentes Negativo > 2 0 0 .0 0 0
* Signos compatibles con inflamación mamaria.
La clasificación “indefinida” fue aplicada para aquellos casos donde sólo existían RCS >
200.000 cél/ml. Este único criterio no fue suficiente para catalogar a un animal con mastitis
subclínica, debido a que existen factores fisiológicos, que pueden incrementar normalmente el 
RCS por encima de las 200.000 cél/ml (además del calostro, final de la lactancia y número de 
lactancias que se consideraron en la selección de los animales, se citan a la etapa del celo, los 
ordeños realizados por la tarde respecto de los de la mañana y los de verano respecto a los de 
invierno; Hernández Reyes & Bedolla Cedeño, 2008).
La prevalencia de mastitis fue expresada en forma bruta, para las vacas en lactancia de 
todos los tambos que participaron del muestreo, y en forma específica, considerando las 
categorías asignadas a los establecimientos según lo especificado bajo el título “III. 1.2. 
Caracterización de los establecimientos”. El momento del registro de los casos de mastitis, 
corresponde al momento del muestreo, que se llevó a cabo entre los meses de mayo a setiembre 
del año 2 0 1 2 .
III.1.6. Análisis de los factores de riesgo asociados a la presencia de mastitis
Inicialmente se analizó la asociación entre la presencia IIM por S. aureus y las categorías 
de tambos. Se consideró a la categoría “precarios” como el grupo de mayor exposición a la 
instalación y/o persistencia de mastitis por S. aureus, y a las otras tres categorías en conjunto 
como el grupo de menor exposición. Como medida de asociación se utilizó a la razón de 
prevalencia entre ambos grupos y como medida de impacto potencial a la prevalencia atribuible 
para el grupo expuesto. Para dichas asociaciones se empleó Chi-cuadrado, test exacto de Fisher y 
T-student; el nivel de significancia utilizado fue de 0,05.
Por otra parte, fue analizada la existencia de asociación entre cada uno de los factores de 
riesgo hipotéticos (variables independientes o explicativas relacionadas al manejo y equipo de 
ordeño) con la presencia de IIM producidas por S. aureus (variable dependiente o respuesta con 
dos posibles valores: “0” y “ 1” indicando la ausencia o presencia de la IIM, respectivamente).
De acuerdo a ello, en una primera etapa se evaluó la asociación mediante el cálculo del 
odds ratio (OR) con su intervalo de confianza (95%), y su significancia (p < 0,05) empleando la 
prueba Chi cuadrado. Aquellas variables que resultaron asociadas significativamente, fueron 
evaluadas en segunda instancia por regresión logística mediante un modelo de efectos mixtos 
lineales generalizados con distribución binomial (p < 0,05) (García & Díaz, 2011; Papp et al., 
2017). En este modelo, la variable “tambo muestreado” fue la intercepción aleatoria. Este análisis 
fue contemplado debido a que cada variable hipotética de riesgo considerada, está relacionada a
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las características de la unidad productiva, pudiendo afectar en forma similar a los animales de un 
mismo tambo, pero no necesariamente a los procedentes de diferentes tambos.
Los análisis estadísticos fueron realizados mediante el programa informático SPSS 
Statistics 22, IBM.
III.2. Péptidos antim icrobianos
III.2.1. Aislamiento de bacterias ácido lácticas y elaboración de los extractos libres 
de células
Para la búsqueda y aislamiento de BAL se seleccionaron en forma aleatoria sistemática 
una de cada tres muestras de leche del total recolectadas. Estas se sembraron en agar de Man, 
Rogosa y Sharpe (MRS; Biokar Diagnostics, Francia), incubándose a 37 °C durante 72 h en 
anaerobiosis.
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Figura 12. Cultivo de bacterias acido lácticas típicas
Las colonias de características morfológicas de borde neto, cremosas y blancas (figura 
12), fueron cultivadas en 9 ml de caldo MRS (Biokar Diagnostics, Francia) e incubadas en 
condiciones aeróbicas a 37°C durante 24 h. Fueron conservados aquellos cultivos con pH entre 4 
y 5, catalasas negativos (prueba de catalasa con H2O2 al 30 % p/v) y Gram positivos. Se 
centrifugaron 15 min a 3.100 xg  y se extrajeron 1,5 ml de cada sobrenadante para ser nuevamente 
centrifugados 15 min a 10.000 xg. Estos últimos sobrenadantes, filtrados con acetato plus-blanca
0,22 |im (Filtros Gamafil, Argentina), se rotularon como “extracto libre de células sin 
neutralizar” (ELCSN).
El resto de sobrenadante de los cultivos seleccionados fue ajustado a pH 6-6,5 con 
hidróxido de sodio 5 M, para luego ser llevados 30 min a 70 °C (útil para quitar proteasas del 
medio que pueden inactivar los PAs). A continuación se extrajeron 1,5 ml y se centrifugaron 15 
min a 10.000 xg. Sus sobrenadantes, previo filtrado con acetato plus-blanca, 0,22 |im (Filtros 
Gamafil, Argentina) fueron rotulados como “extracto libre de células neutralizado” (ELCN).
Las cepas de BAL y sus correspondientes ELCSN y ELSN fueron conservadas a -20 °C 
por duplicado.
III.2.2. Valoración de la actividad antibacteriana de las sustancias inhibitorias 
presentes en los extractos libres de células
Mediante la técnica microbiológica de difusión en agar (Bennett et al., 1966; Bhunia et 
al., 1988; Schillinger et al., 1991) se evaluó la actividad antimicrobiana de las sustancias 
inhibitorias presentes en los ELCSN y ELCN frente a los aislamientos de S. aureus provenientes 
de las vacas intervinientes en el muestreo, empleándose como referencia a la cepa S. aureus 
ATCC 29213. Todos los aislamientos de S. aureus fueron incubadas over night en caldo cerebro 
corazón (BHI: brain heart infusión; Biokar Diagnostic, Francia) para luego ser ajustadas con 
densitómetro (Densimat -  Biomerieux, Francia) a la escala 0,5 de McFarland, la cual equivale a 
una concentración de 108 UFC/ml (Zamora Rodríguez, 2003). Se inocularon 40 |il por cada 15 ml 
de agar blando cerebro corazón al 0,8 % de agar - agar (Britania, Argentina), mantenidos en baño 
térmico a 50 °C. Cada mezcla fue homogeneizada y dispensada en placas de Petri estériles. Una 
vez solidificada, se realizaron hoyos con sacabocado estéril (5 mm de diámetro), en los que se 
colocaron 30 |il de cada extracto libre de células (ELC) a analizar, y a la bacteriocina nisina 
(N5764 -  1G de Lactococcus lactis, Sigma, USA) como control positivo de referencia. Después 
de dejar reposar las placas durante 1 h a 4 °C para permitir que los ELC difundiesen en el medio, 
se incubaron a 37 °C durante 24 h. Transcurrido el período de incubación, se observó la presencia
o ausencia de halos de inhibición de crecimiento bacteriano, los que fueron medidos con calibre 
digital (Electronic Digital Calliper Stronger 0 - 150 mm, China). Tal como se observa en la figura 
13, la medida considerada fue la distancia existente entre el borde del hoyuelo y el borde externo 
del halo (Schillinger & Lucke, 1987). Los resultados fueron expresados en milímetros.
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Figura 13. Longitud considerada en la medida de los halos de inhibición del crecimiento 
bacteriano.
Se calcularon las medidas de resumen estadística (media, desviación estándar, valores 
mínimos y máximos, y mediana) de las mediciones de los halos generados por los ELC en sus 
formas “sin neutralizar” y “neutralizados” por separado.
Debido a que los halos también pueden ser producto de la presencia en las muestras de 
sustancias no proteicas como por ejemplo ácidos, que inhiben el desarrollo de S. aureus, se aplicó 
la prueba estadística T para muestras apareadas (p < 0,05). Esto tuvo el fin de analizar si existían 
diferencias significativas entre las mediciones de los halos de ELCSN y ELCN de cada 
aislamiento en particular, siendo:
Ho ^diferencial 0  H 1  ^diferencial ^ 0
De aquellos pares de extractos que demostraron ambos actividad antimicrobiana, se 
seleccionaron sólo los ELCN (neutralizados) para continuar con las experimentaciones 
posteriores.
III.2.3. Caracterización de las sustancias inhibitorias: tratam iento  con proteinasa K  
y valoración de la term oestabilidad a distintos pH
Para confirmar la naturaleza proteica de las sustancias antibacterianas presentes en los 
ELCN del experimento anterior, fueron tratadas alícuotas de estos extractos con enzima 
proteinasa K (Promega, USA), en concentraciones finales de 0,5 mg/ml y 1 mg/ml de la enzima, 
utilizándose como controles negativos, muestras sin proteinasa (Schanzenbach, 2005). Siguiendo
la técnica aplicada por Ramírez-Romero et al. (2013) las muestras fueron incubadas a 37 °C 
durante 90 min. Posteriormente, y con el fin de inactivar la enzima, se adicionó etilenglicol-bis (2
- aminoetiléter) -N, N, N 'ácido, N' - tetra acético (EGTA, Sigma - Aldrich, Inc, USA) pH 8 , en 
una concentración 2 mM y se calentó a 60 °C durante 10 min. La actividad antimicrobiana de las 
muestras fue evaluada según la técnica microbiológica de difusión en agar, descrita en el apartado 
previo (III.2.2.). Cuando había pérdida de la actividad antimicrobiana luego del tratamiento 
enzimático, se consideró que dicha actividad era producida por al menos un péptido 
antimicrobiano presente en la muestra. En lo sucesivo, solo se continuó experimentando con las 
muestras que perdieron la actividad ante el tratamiento enzimático.
Los PAs fueron evaluados según su termoestabilidad a distintos valores de pH 
(Schanzenbach, 2005). De aquellas BAL cuyos ELCN tuvieron una pérdida de la actividad 
inhibitoria luego del tratamiento con proteinasa K se elaboraron cultivos over night en caldo 
MRS. Se centrifugaron a 3.100 xg durante 20 min y se tomaron los sobrenadantes. Estos se 
fraccionaron en 5 alícuotas que se ajustaron a valores de pH 4 a 8 . Cada una de estas fracciones, a 
su vez se las subdividió en tres alícuotas menores que fueron sometidas a los siguientes 
tratamientos térmicos: 95 °C / 15 min, 121 °C / 15 min y control sin calentamiento. Finalmente se 
enfriaron a temperatura ambiente, se ajustaron a pH 6  y se valoraron sus actividades 
antimicrobianas según la técnica descripta en el apartado III.2.2.
III.2.4. Purificación de los péptidos antimicrobianos
Los PAs de cada aislamiento seleccionado fueron purificados partiendo de cultivos over 
night de BAL en caldo MRS aplicando el método de adsorción-desorción descripto por Yang et 
al. (1992), con modificaciones. Con el fin de eliminar proteasas que pudiesen estar presentes en 
los cultivos, se calentaron a 70 °C durante 30 min y luego se les ajustó el pH a 5 con una solución 
6  N de hidróxido de sodio. Por agitación moderada durante 4 h a 4 °C se favoreció, la adsorción 
de los PAs a las membranas celulares de las bacterias productoras. Se centrifugaron a 3.100 xg 
durante 2 0  min, descartándose los sobrenadantes y reteniendo los precipitados celulares que 
fueron dos veces lavados con buffer fosfato (5 mM fosfato de sodio, pH 6 ) y resuspendidos en 
una solución 100 mM de NaCl, pH 1. Mediante agitación a 4 °C durante 10 h, se benefició la 
desorción de los PAs desde las membranas para luego ser centrifugadas a 3.100 xg durante 20 
min, descartándose los precipitados celulares y reteniendo los sobrenadantes con los PAs, cuyos 
pH se ajustaron a 6,5 con hidróxido de sodio, 6  N.
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A los fines de concentrar y eliminar los posibles interferentes presentes (sales y otras 
moléculas pequeñas) los sobrenadantes post adsorción-desorción fueron sometidos a diálisis. Se 
utilizaron membranas semipermeables de 3.500 Daltons de peso molecular de corte o MWCO 
(SnakeSkin Dialysis Tubing - Thermo Scientific - USA) contra una solución de bicarbonato de 
amonio (Anedra Research AG S.A., Argentina) a punta de espátula, pH 7 en agua ultrapura. Por 
constituir un buffer volátil disminuyó la probabilidad de generar nuevos interferentes. Este 
proceso se sostuvo durante 24 h a 4 °C en agitación moderada con dos recambios del buffer. Una 
vez concluido el dializado, se procedió a una liofilización de las muestras (equipo liofilizador 
Martin Christ ALPHA 1-4 LD; Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del 
Litoral), obteniéndose en polvo el contenido proteico.
III.2.5. Electroforesis
En un procedimiento posterior, los productos liofilizados fueron solubilizados con buffer 
fosfato (5 mM fosfato de sodio, pH 6 ) y sometidos a electroforesis, aplicando la técnica SDS - 
PAGE en cuba Mini Protean Tetra System (Bio - Rad, USA). Esta técnica permitió determinar 
parcialmente la variedad de proteínas presentes en cada muestra. Como control de electroforesis 
se utilizó un marcador de proteínas entre 260 kDa y 3,5 kDa (Novex Sharp Standard, by Life 
Technologys, USA) y las condiciones para la electroforesis fueron las siguientes: 100 V durante 
40 min y 150 V hasta el final del ensayo.
Para cada muestra se utilizaron 2 geles de acrilamida al 16 % con el esquema de 
electroforesis de la figura 14. Uno de ellos se utilizó para evaluar la concentración del PA (gel 1) 
y el otro para la secuenciación del PA por espectrometría de masa (gel 2), en un paso ulterior. 
Para detectar la ubicación del PA en estudio en la electroforesis, sirvió de referencia una porción 
de cada gel en la que también se sembró la misma muestra (calle 2 ) y a la que se le realizó la 
prueba de inhibición del crecimiento microbiano.
El rango de concentraciones de albúmina (100, 200, 400 y 800 |ig/ml, expresadas como a, 
b, c y d, respectivamente) que se utilizaron como referencia para realizar el cálculo de 
concentraciones de los PAs en las muestras surgió a partir del dosaje previo de las proteínas 
totales de las muestras por el método de Bradford (técnica sensible que consiste en la medición 
de la extinción provocada por el cambio en el espectro visible de un colorante, Coomasie Blue G
- 250, cuando éste se une a las proteínas, absorbiendo así a 595 nm; Bradford, 1976).
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La siembra fue de 25 |il tanto para las muestras como para el marcador de proteínas y de 
1 0  |il para las soluciones de albúmina.
Gel 1; objetivo: evaluar la concentración del péptido antimicrobiano.
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Calles
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Muestra PrM Muestra a b c D
Gel 2; objetivo: evaluar la secuenciación amioacídica del péptido antimicrobiano.
Calles
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Muestra PrM Muestra
Figura 14. Esquema de corrida de electroforesis SDS-PAGE.
Referencias: Muestra (liofilizada y luego resuspendida en PBS), PrM (marcador de proteínas), a (solución 
de albúmina 100 ^g/ml), b (solución de albúmina 200 ^g/ml), c (solución de albúmina 400 ^g/ml), d 
(solución de albúmina 800 ^g/ml).
Al finalizar la electroforesis fue cortada la calle 2 en ambos geles, las que fueron fijadas 
durante 2 h en una solución de propanol: ácido acético: agua (20: 10: 70), y luego lavadas en 
agua destilada estéril durante 3 h, con cambios frecuentes. Utilizando como referencia el 
marcador de proteínas, se cortaron trozos del gel que pudiesen contener bandas con potencial 
inhibitorio de interés en un rango lo suficientemente amplio para evitar pérdidas por defecto 
(desde los 15 kDa hasta la parte baja del gel fraccionado en 5 trozos de gel). En una placa de Petri 
fueron colocados los trozos de gel para ser cubiertos por 15 ml de agar blando BHI al 0,8 % de 
agar-agar inoculado con S. aureus 29213, tal cual se describe en el apartado III.2.2 (vide supra). 
Estas placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 h y luego examinadas para identificar la banda 
que mostraba zona de inhibición del crecimiento bacteriano a su alrededor.
El resto del gel 1 fue fijado y teñido durante 4 h con una solución al 1 % de Coomassie 
Blue R 250 en metanol y ácido acético (35: 65) y posteriormente lavado con metanol y ácido 
acético (35: 65), quedando así visibles las bandas presentes en la muestra y las de las distintas 
concentraciones de albúmina, necesarias para el cálculo de concentración de proteína de la banda 
de interés a través del programa ImageJ (vide infra apartado III.3.2). El resto del gel 2 fue 
cubierto por solución fijadora (etanol: ácido fosfórico: agua, proporción 30: 2: 6 8 ) durante 3 h.
Luego fue lavado 3 veces durante 30 min con agua destilada. El gel fue inmerso en solución de 
teñido (0,5 g/l Coomassie Blue G - 250 disuelto en una solución de metanol al 18 % v/v, sulfato 
de amonio al 17 % p/v y ácido fosfórico al 2 %) y posteriormente lavado con metanol, agua y 
ácido acético (35: 63: 2) quedando visibilizadas las bandas presentes en la muestra. La banda 
coincidente con la que generó halo de inhibición (muestra corrida en calles 2 ) fue seleccionada 
con el objeto de realizarle posteriormente la secuenciación del PA por espectrometría de masa 
(vide infra apartado III.2.6).
III.2.6. Secuenciación de aminoácidos
De cada gel 2 se cortaron las bandas con potencial antimicrobiano (entre 3,5 kDa y 15 
kDa) y se enviaron al Centro de Estudios Químicos y Biológicos por Espectrometría de Masa 
(CEQUIBIEM, Argentina) para su estudio mediante espectrometría de masa (Jiménez Martínez, 
J. 2015; Olvera-García, et al., 2015). Las muestras fueron reducidas con DTT 20 mM durante 45 
min a 56 °C y alquiladas con Iodoacetamida 20 mM durante 45 min en oscuridad. Luego se 
digirió con tripsina (corta a la derecha de Lys y Arg). A los digeridos con tripsina se les realizó 
una limpieza con Zip - Tip C18 para extraer las sales. Las muestras fueron liofilizadas por Speed 
Vac y vueltas a resuspender con 10 |il de Ácido Fórmico 0,1 %. Se analizó por nano HPLC 
(cromatógrafo Thermo Scientific, modelo EASY - nLC 1000; apto para separar complejos 
proteicos con un alto grado de resolución utilizando una columna de fase reversa, Thermo 
Scientific, modelo EASY - Spray Accucore, P/N ES801) acoplado a un espectrómetro de masa 
con tecnología Orbitrap (Thermo Scientific, modelo Q - Exactive; celda de HCD, High Collision 
Dissociation, y un analizador Orbitrap), lo que permitió en primer lugar una separación de los 
PAs obtenidos por digestión tríptica de la muestra y una posterior identificación de los mismos. 
La configuración del equipo permitió que la identificación de los PAs se realizase al mismo 
tiempo que los mismos se separaban por cromatografía, obteniendo Full MS y MSMS. La 
ionización de las muestras se realizó por electrospray (Thermo Scientific, EASY - SPRAY) y el 
análisis de los datos obtenidos se consiguió a través del programa Proteome Discoverer (Thermo 
Scientific, versión 1.4).
Las secuencias de los PAs identificados se introdujeron a la base de datos NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para realizar una comparación de “secuencias cortas de 
alta coincidencia” (short, nearly sequences) y determinar si existía similitud con secuencias de 
bacteriocinas reportadas anteriormente (Sahoo et al., 2015; Oliveira et al., 2017).
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III.2.7. Secuenciación de ADN y análisis de las secuencias de las bacterias ácido 
lácticas productoras de los péptidos antimicrobianos
Las identificaciones genotípicas de los aislamientos con número de muestra 81, 59, 90 y 
108 se consiguieron mediante amplificación y secuenciación del gen 16S ARNr (Fukao et al., 
2013; García et al., 2016; Sha et al., 2016). La región de interés se amplificó, a partir del ADN 
templado, empleando los oligonucleótidos universales 27f (5' - 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3 ) y 1492r (5' -TACGGYTACCTTGTTACGA CTT - 3 ). 
La mezcla de reacción de PCR se realizó según se detalla en la tabla 7.
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Tabla 7. Mezcla de reacción para la PCR.
Componente Volumen en ^l
ADN templado 4
Solución de amplificación (10X) 1 0
dNTPs (10 mM) 1
MgCl2 (25 mM) 6
Oligonucleótido sentido (10 mM) 4
Oligonucleótido antisentido (10 mM) 4
Taq (5 U/pl) 0 ,6
H2O libre de nucleasas Hasta volumen final de 100
Las muestras fueron procesadas en termociclador (Bio-Rad, USA). Las condiciones de 
reacción fueron las siguientes: desnaturalización inicial de 1 ciclo de 2 min a 94 °C, seguido de 
35 ciclos de desnaturalización (1 min a 94 °C), hibridación (1 min a 55 °C) y extensión (2 min a 
72 °C) más un ciclo final de 10 min a 72 °C y 4 °C.
Mediante electroforesis en gel de agarosa se resolvieron las bandas, los productos de PCR 
fueron precipitados y purificados mediante el sistema comercial DNA Clean and ConcentratorTM
- 5 (Zymo Research, Estados Unidos) según las especificaciones del fabricante. Luego fueron 
enviados para su secuenciación al Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA 
Castelar, Argentina). Los electroferogramas obtenidos, fueron procesados y analizados 
manualmente con el software BioEdit Sequence Alignment Editor para obtener las secuencias 
completas (1300 - 1500 pb) del gen 16S ARNr. Se analizaron las secuencias del gen 16S ARNr,
con el objetivo de determinar el género y la especie más cercana en cada caso, empleando la base 
de datos Basic Local Alingment Search Tool (BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
III.3. Perfiles de susceptibilidad / resistencia de antibióticos y péptidos 
antimicrobianos
III.3.1. Determinación de la concentración inhibitoria mínima de los antimicrobianos
El perfil de sensibilidad / resistencia para ATMs de uso frecuente en producción lechera 
regional (ampicilina, cloxacilina, tilosina, oxitetraciclina, penicilina y gentamicina) fue evaluado 
frente a las cepas aisladas de S. aureus mediante la prueba cuantitativa de dilución en agar, según 
recomendaciones del Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio, USA (CLSI, 2013).
Se valoró la actividad de cada fármaco ATM, en el rango de concentración comprendido 
entre 0,008 y 32 |ig/ml, acorde a lo planteado por Saini et al (2011) y Ruiz et al (2016). 
Inicialmente se elaboró una solución stock de 3200 |ig/ml, pesando 160 mg de cada fármaco 
ATM (droga pura, corregida por potencia), disueltos en una cantidad mínima de agua bidestilada 
(o etanol 95 % para el caso de tilosina) hasta obtener una solución verdadera, y llevados a un 
volumen final de 50 ml con agua bidestilada. Cada solución stock fue fraccionada en crioviales 
de 5 ml, mantenidas a -20 °C y utilizadas por única vez, una vez descongeladas.
La solución stock de cada ATM (3200 |ig/ml) se diluyó en agua (en proporción 1:10) y de 
esta se realizaron diluciones seriadas (1:2), de modo de obtener 13 soluciones madres con 
concentraciones comprendidas entre 320 y 0,08 ng/ml. La concentración final a valorar se 
obtuvo en el medio de cultivo, vertiendo 5 ml de cada solución madre en 45 ml de agar Muller- 
Hinton estéril (Britania, Argentina) templado (47 °C) en baño termostático. El medio de cultivo 
con su correspondiente dilución y tipo de ATM, finalmente se homogeneizó y dispensó en placas 
de Petri de 10 mm de diámetro (por duplicado; 20 ml/placa).
Por otra parte, para elaborar los inóculos, se sembraron las cepas de S. aureus en 5 ml de 
caldo tripteína soja (Britania, Argentina), incubándose 24 h a 37 °C. Desde estos cultivos se 
tomaron alícuotas que se ajustaron con agua estéril hasta alcanzar una turbidez compatible con el 
patrón 0,5 de McFarland (10 UFC/ml; medida con densitómetro Densimat, Biomerieux, 
Francia). Inmediatamente luego, cada cepa fue rediluída hasta alcanzar una concentración de 10 
UFC/ml.
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Con el uso de un multi-inoculador de Steers - Foltz (Argentina) se inocularon las cepas en 
las distintas placas con diluciones de ATM, por duplicado. Asimismo en cada placa se inoculó 
como control positivo la cepa de S. aureus ATCC 29213, y solución fisiológica estéril como 
control negativo. Todas las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 h. La concentración más 
baja que inhibió completamente el crecimiento bacteriano fue informada como la CIM para cada 
ATM probado.
III.3.2 Determinación de la concentración inhibitoria mínima de los péptidos 
antimicrobianos
Según se comentó en (III.2.5) uno de los objetivos de la electroforesis, fue la de estimar la 
concentración de los PAs presentes en las bandas proteicas del gel 1. Para ello, estas bandas 
fueron escaneadas digitalmente, las imágenes obtenidas se guardaron como formato TIFF y se 
procesaron in silico mediante el programa ImageJ. Este software libre y con código abierto 
permite la automatización de procesos de manera simple mediante la programación de macros y 
pluggins, siendo su principio básico la repetibilidad (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 
EE.UU.; Schneider et al., 2012). Las intensidades de las bandas fueron analizadas según la 
metodología propuesta para análisis de geles de la guía del usuario de ImageJ / Fiji 1,46 (ImageJ, 
2012). La variable de respuesta que se determinó fue la densidad relativa de las bandas, que es 
directamente proporcional a las concentraciones de las muestras (Faggio et al., 2016; Zhang et 
al., 2016; Farci et al., 2016; Veglia et al., 2016; Luo et al., 2016; Adamiak et al., 2017).
Debido a que los valores calculados por ImageJ son esencialmente números arbitrarios, 
que sólo son válidos en el contexto exclusivo de la imagen del gel seleccionada, fue necesario 
expresar las densidades de las bandas seleccionadas con relación a un estándar de 
concentraciones conocidas. Es por esto que en cada gel, conjuntamente a las muestras, se 
procesaron también cuatro soluciones de albúmina (100, 200, 400, 800 |ig/ml) previa 
cuantificación por el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976).
Una vez conocida la concentración de cada PAs a través del uso del programa ImageJ, se 
elaboraron diluciones de cada uno en los rangos que a continuación se indican:
• PA 59: entre 20,700 a 0,040 |ig/ml.
• PA 81: entre 4,100 a 0,016 |ig/ml.
• PA 90: entre 30,900 a 0,060 |ig/ml.
• PA 108: entre 28,900 a 0,056 |ig/ml.
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Las CIM de los PAs se determinaron aplicando la misma metodología que para los ATMs 
la cual fue expuesta en el apartado III.3.1.
III.3.3. Análisis de las concentraciones inhibitorias mínimas de antibióticos y 
péptidos antimicrobianos
Los resultados obtenidos en los puntos III.3.1 y III.3.2 fueron expresados en forma 
absoluta y en porcentaje de inhibición, realizándose gráficas donde se observó la distribución de 
las cepas inhibidas para las CIM. Posteriormente se comparó la distribución de la CIM de cada 
ATM con los puntos de corte propuestos por CLSI (2013) y EUCAST (2015).
Al comprobarse que los PAs no alcanzaron el 50 % y 90 % de inhibición del crecimiento 
de S. aureus, se consideró el porcentaje de inhibición conseguido al menos por todos los PAs (35 
%). Debido a esto se calcularon las CIM35, tanto para los PAs como los ATMs.
Tal como se puede ver en el anexo VIII.10, las CIM de los PAs se estimaron en rangos de 
diluciones particulares para cada uno de ellos, y a su vez distintos del rango de dilución utilizado 
para los ATMs (32 a 0,008 |ig/ml). Debido a esto, la comparación de los resultados obtenidos de 
frecuencia relativa acumulada porcentual (FRA %) se hizo teniendo en cuenta las diluciones 
aproximadamente similares entre los ATMs con las de los PAs.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
IV.1. M astitis bovina en el Departam ento Río Segundo (Córdoba)
IV.1.1.Animales y tambos intervinientes en el muestreo
El tamaño de muestra obtenido fue de 372 vacas en lactancia para todo el departamento 
Río Segundo. Sin embargo, se incrementó un 5 % (n= 390) para compensar probables pérdidas 
de las muestras o contaminación de las mismas. Todos los animales intervinientes en el muestreo 
provenían de 38 tambos, teniendo en cuenta la existencia de 141 tambos en la zona, y la selección 
sistematizada de los mismos (figura 15).
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Figura 15. Distribución de los tambos seleccionados para el muestreo del departamento Río 
Segundo, Córdoba (Ministerio de Agricultura, Ganadería y Alimentación de la Provincia de 
Córdoba, 2015).
Los tambos pudieron ser categorizados a partir de los datos aportados por la encuesta y la 
sumatoria de puntos establecidos en la tala 5. Se contabilizaron 3 tambos clasificados como 
precarios, 13 como regulares, 13 como buenos y 9 como muy buenos. Con 902 vacas en 
lactancia, los tambos precarios producían 14,7 ± 2,0 litros de leche por animal y día (l / animal / 
d), en tanto que las categorías de tambos regulares, buenos y muy buenos lograban producciones 
de 17,3 ± 1,4; 23,0 ± 1,6 y 29,1 ± 2,4 l / animal / d, con un total de 2.721, 2.876 y 1.385 vacas en 
lactancia, respectivamente. Según estos datos, se observaron diferencias significativas (p < 0,05) 
en la producción de leche diaria por animal, entre cada categoría de tambo (figura 16, anexo 
VIII.3).
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Figura 16. Producción diaria de leche por animal, para las diferentes categorías de tambos, 
intervalo de confianza del 95 %. Existen diferencias significativas (p < 0,05) en la producción 
entre cada categoría de tambos.
IV.1.2. Análisis descriptivo y prevalencia de mastitis.
Tras la visita a los establecimientos se pudo establecer que el 5,9 % de las vacas 
muestreadas demostraron evidencias clínicas de mastitis en al menos uno de los cuartos. De las 
muestras de leche se aisló un 11,8 % de S. aureus de las cuales todas poseían RCS superiores al
punto de corte de 200.000 cél/ml. Independientemente de la presencia o ausencia de S. aureus en 
leche, un 63 % de las muestras resultaron con RCS > 200.000 cél/ml (anexo VIII.4).
De acuerdo a los parámetros clínicos, los aislamientos de S. aureus y los RCS (tabla 6 ) se registró 
que 227 vacas estaban sanas (58,2 %), 16 presentaban mastitis clínica por S. aureus (4,1 %), 7 
mastitis clínica inespecífica ( 1 ,8  %), 30 mastitis subclínica por S. aureus (7,7 %) y 1 1 0  
correspondían a la categoría indefinida (28,2 %) (figura 17).
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Figura 17. Prevalencia de mastitis en las vacas en lactancia radicadas en el departamento de Río 
Segundo, de acuerdo a los parámetros clínicos, la presencia en leche de S. aureus y RCS >
2 0 0 .0 0 0  cél/ml.
Considerando la IIM por S. aureus (casos clínicos y subclínicos tomados conjuntamente) 
se evidenció en forma bruta, para todos los tambos muestreados del departamento Río Segundo, 
una prevalencia de 11,8 % en vacas en período de lactancia. Por otra parte, teniendo en cuenta la 
categorización asignada a los tambos, se estableció una prevalencia específica de IIM por S. 
aureus de 47,6 %, 16,4 % y 7,8 % para los tambos precarios, regulares y buenos,
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respectivamente; a su vez, las ubres de las vacas en lactancia de los tambos muy buenos estaban 
todas sanas (tabla 8 ).
Tabla 8 . Prevalencia de infección intramamaria (IIM) por Staphylococcus aureus.
Composición de la m uestra
Categorías de
tambos
Tambos (N°) Vacas en lactancia (N°) IIM  S. aureus (N°; %)
Precarios 
Regulares 
Buenos 
Muy buenos
3 21 10 (47,6) 
13 152 25 (16,4) 
13 141 11 (7,8) 
9 76 0
Todos 38 390 46 (11,8)
Según los datos de la encuesta, y acorde a las variables que se tuvieron en cuenta para 
categorizar a los tambos (tabla 5), se consideraron algunas características que podían predisponer 
a la presencia de mastitis en cada categoría. Como se observa en la tabla 9, la mayoría de los 
factores de riesgo se presentan en los tambos precarios, concordante con la elevada presencia de 
mastitis en los mismos. El no apartar vacas con mastitis clínica en los últimos 6  meses fue el 
factor que se presentó en mayor proporción tanto a nivel departamental (76,3 %) como en cada 
categoría de tambos. Esto podría responder a que en un importante número de establecimientos se 
prioriza el caudal de producción sobre la calidad de la leche. Le siguió en jerarquía de proporción 
tanto a nivel departamental (31,6 %) como por categoría, la inexistencia de un orden de ingreso 
de los animales a la sala de ordeño en un mismo rodeo. Cabe acotar que en los tambos que 
aplicaron a la categoría de “muy buenos” no sostenían ningún criterio de orden de ingreso debido 
a la existencia de tambos sanitarios aparte, para los casos de animales enfermos.
Se puede observar que en la totalidad de los tambos precarios además de exponer los dos 
factores de riesgo antes mencionados, no se empleaba CMT para mastitis subclínica, el personal 
no contaba con la capacitación técnica, ni usaban guantes en el ordeño y los cambios de 
pezoneras no seguían las indicaciones del fabricante. El resto de los factores predisponentes de 
mastitis se sostuvieron en el 66,7 % de dichos tambos.
En el resto de las categorías las proporciones de exposición de factores de riesgo 
disminuyeron a medida que la calidad de los establecimientos creció.
Tabla 9. Proporción de tambos que poseen los factores de la encuesta planteados como
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predisponentes para la adquisición y/o persistencia de mastitis por S. aureus.
Tambos
Muy
Factores predisponentes de mastitis Precarios Regulares Buenos buenos TOTAL
2/3 1/13 
(7,7 %)
3/38 
(7,9 %)
O rdeño m anual
(66,7 %)
0,0 0,0
Control de mastitis a cargo de 
personal no veterinario
2/3 
(66,7 %)
1/13 
(7,7 %)
0,0 0,0
3/38 
(7,9 %)
No emplean CM T1 para  mastitis 
subclínica
3/3 
(100,0 %)
2/13 
(15,4 %)
1/13 
(7,7 %)
0,0
6/38 
(15,8 %)
No realizan control lechero
2/3 
(66,7 %)
2/13 
(15,4 %)
2/13 
(15,4 %)
2/9 
(22,2 %)
8/38 
(21,1 %)
2/3 1/13 
(7,7 %)
3/38 
(7,9 %)
No hacen prueba de prim eros chorros
(66,7 %)
0,0 0,0
No rem iten al laboratorio muestras 
sospechosas de mastitis
2/3 
(66,7 %)
1/13 
(7,7 %)
0,0 0,0
3/38 
(7,9 %)
Animales con mastitis y sanos 
ordeñados sin un orden 
preestablecido
3/3 
(100,0 %)
3/13 
(23,1 %)
3/13 
(23,1 %)
3/9 
(33,3 %)
12/38 
(31,6 %)
No apartan  vacas con mastitis clínica 3/3 12/13 11/13 3/9 29/38
(últimos 6  meses) (100,0 %) (84,6 %) (92,3 %) (33,3 %) (76,3 %)
No realizan sellado de pezones post- 
ordeñe
2/3 
(66,7 %)
2/13 
(15,4 %)
1/13 
(7,7 %)
0,0
5/38 
(13,2 %)
Control de m áquina de ordeño poco 
frecuente (> 3 meses)
2/3 
(66,7 %)
1/13 
(7,7 %)
0,0 0,0
3/38 
(7,9 %)
Cambio de pezoneras sin seguir las 3/3 3/13 2/13 2/9 10/38
indicaciones del fabricante (100,0 %) (23,1 %) (15,4 %) (22,2 %) (26,3 %)
Personal no usa guantes en el ordeño
3/3 
(100,0 %)
2/13 
(15,4 %)
1/13 
(7,7 %)
0,0
6/38 
(15,8 %)
Personal sin capacitación técnica 
para  tareas relacionadas al ordeño
3/3 
(100,0 %)
3/13 
(23,1 %)
3/13 
(23,1 %)
0,0
9/38 
(23,7 %)
'CMT: test California para mastitis.
Según la tabla 8 se aprecia que el mayor porcentaje de mastitis por S. aureus (47,6%) es 
debido a los 3 tambos precarios que participaron en el muestreo. Asumiendo que esta categoría es 
la que presentó la mayor exposición para la presentación de la enfermedad y considerando al 
resto de los tambos como el grupo de menor exposición, fue posible el cálculo de la razón de 
prevalencias y la prevalencia atribuible para el grupo expuesto (tabla 10). De acuerdo a ello, el 
riesgo de presentar mastitis por S. aureus fue 4,9 veces mayor (p < 0 ,0 0 0 1 ) en las vacas de los 
tambos precarios respecto a los animales del resto de los tambos. A su vez, se puede inferir que el 
37,9 % de la prevalencia del grupo expuesto es atribuible a las condiciones de precariedad de 
dichos tambos (p < 0 ,0 0 0 1 ).
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Tabla 10. Razón de prevalencias y prevalencia atribuible en el grupo expuesto.
Categoría de tam bo
IIM  S. aureus 
(N°; %)
Razón de prevalencias 
(IC 95%)
Prevalencia atribuible
(% ) (IC 95%)
Precarios
(expuestos)
10 (47,6) 4,9 (2,8 - 8,4)* 37,9 (16,3-59,4)*
Resto 
(no expuestos)
36 (9,8)
*p < 0,0001; IIM: infección intramamaria; IC 95 %: intervalo de confianza del 95 %.
IV.1.3. Análisis de la asociación entre los factores de riesgo hipotéticos y la presencia 
de mastitis por S. aureus
En la tabla 11 se aprecian los resultados del análisis bivariado para evaluar la asociación 
entre los factores de riesgo (identificados a priori) con la presentación de IIM por S. aureus en 
las vacas estudiadas, independientemente de la categorización de tambos explicada 
precedentemente. Los OR permitieron valorar cuantas veces fue la probabilidad de que estos 
animales presenten IIM por S. aureus debido a la exposición a un determinado factor de riesgo, 
respecto de aquellos que estaban bajo la influencia de factores de protección.
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Tabla 11. Factores de riesgo asociados con la presentación de IIM por S. aureus. Cantidad de 
casos (%), Odds ratio, p < 0,05.
C asos Odds Ratio
Factores de riesgo Condición
V y ti O  w  O
n*
(%) (IC 95 %)
P
Responsable del control de
Personal no 
veterinario
10 (31,25) 4,07 (1,81-9,13) 0,0004
mastitis Médico
Veterinario
36 (10,06)
Uso de CM T para  mastitis No 13 (31,71) 4,45 (2,12-9,31) < 0 ,0 0 0 1
subclínica Si 33 (9,46)
Realiza control lechero
No
Si
21 (19,63) 
25 (8,83)
2,52 (1,35-4,70) 0,0032
Realiza prueba de los prim eros No 10(31,25) 4,07 (1,81-9,13) 0,0004
chorros Si 36 (10,06)
Presencia de vacas con mastitis Si 15 (5,21) 5,55 (1,02-30,1) 0,0643
clínica al momento del muestreo No 1 (0,98)
Remite al laboratorio muestras No 10(31,25) 4,07 (1,81-9,13) 0,0004
sospechosas de IIM Si 36 (10,06)
O rden en que hace ingresar a la En cualquier orden 46 (14,65) -
sala de ordeño los animales sanos 
y con mastitis
Primero los sanos, 
luego los enfermos
0 (0 )
A parta  vacas con mastitis clínica No 42 (13,68) 3,13 (1,09 - 8,99) 0,0264
crónicas (últimos 6  meses) Si 4 (4,82)
Realiza sellado de pezones post No 12 (30) 3,98 (1,88 - 8,45) 0 ,0 0 0 2
ordeñe Si 34 (9,71)
Manual 7 (58,33) 12,17 (3,86-38,38) < 0 ,0 0 0 1
Tipo de ordeño
Mecánico 39 (10,32)
Frecuencia en los controles de la > 3 meses 8 (44,44) 7,03 (2,68-19,44) < 0 ,0 0 0 1
m áquina ordeño < 3 meses 38 (10,22)
Cuando se gastan 32 (20,78) 4,16 (2,16-8,02) < 0 ,0 0 0 1
Tiempo de cambio de pezoneras Según indicación
14 (5,93)
del fabricante
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Tabla 11 (continuación)
No 13 (34,21) 5,03 (2,38-10,64) < 0 ,0 0 0 1
Si 33 (9,38)
No 35 (19,55) 4,42 (2,20-8,89) < 0 ,0 0 0 1
Si 11 (5,21)
Empleo de guantes en tareas de 
ordeño
Personal con capacitación técnica
(*) p: significativo p < 0,05: CMT: test de California para mastitis; IC: 95 % intervalo de confianza 
correspondiente al 95 %.
De acuerdo a ello, se pudo deducir que las vacas que se ordeñaban manualmente tenían
12,17 (intervalo de confianza 95 %: IC 3,86 - 38,38) más probabilidades de presentar IIM por S. 
aureus respecto a aquellas ordeñadas mecánicamente.
Otros factores de riesgo que demostraron asociaciones significativas con las IIM por S. 
aureus (p < 0,05) luego del tipo de ordeño y, expresados en orden decreciente (según el valor del 
OR) fueron: la frecuencia en el control de la máquina de ordeño superior a los 3 meses (OR= 
7,03); la falta de uso de guantes durante el ordeño (OR= 5,03); la ausencia de aplicación de CMT 
para mastitis subclínica (OR= 4,45); la falta de capacitación del personal (OR= 4,42); la omisión 
de las recomendaciones del fabricante en cuanto al período de tiempo para el cambio de las 
pezoneras (OR= 4,16); el control de la mastitis llevados a cabo por personal no veterinario, la 
ausencia rutinaria en la realización de la prueba de los primeros chorros y la remisión al 
laboratorio de muestras sospechosas de mastitis (OR = 4,07 para estas tres variables); la omisión 
del sellado pos ordeño (OR= 3,98); no haber apartado vacas con mastitis clínica crónicas en los 
últimos 6  meses (OR= 3,13); y la falta sistemática de controles lecheros (OR= 2,52).
En cuanto al factor expresado como “orden en que ingresan a la sala de ordeño los 
animales sanos y con mastitis” no pudo ser calculado su OR debido a la inexistencia de un orden 
preestablecido de ingreso en todos los tambos. Por otra parte, si bien existe asociación en la 
observación de mastitis al momento del ordeño (OR = 5,55), la misma no fue significativa (p= 
0,0643).
Las variables que resultaron asociadas en forma significativa (p < 0,05) en el análisis 
anterior fueron sometidas a una regresión logística mediante un modelo mixto lineal 
generalizado. Del total de variables analizadas sólo resultaron significativas (p < 0,05) el tipo de 
ordeño empleado y la capacitación del personal del tambo (tabla 12). De dicho análisis surge que 
la pertenencia del individuo a un tambo con ordeño manual tiene 6,95 más probabilidades de
presentar una IIM a S. aureus y triplica las posibilidades cuando el personal del tambo no está 
capacitado.
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Tabla 12. Variables sometidas a un modelo mixto lineal generalizado que resultaron 
significativas (p < 0,05).
(*) p : significativo p < 0,05; E.E.: error estándar; IC: 95 % intervalo de confianza correspondiente al 95
IV.2. Resultados relacionados a los péptidos antim icrobianos
IV.2.1. Aislamientos de bacterias ácido lácticas y determinación de la actividad 
antibacteriana de las sustancias inhibitorias presentes en los extractos libres de célula
De las 133 muestras seleccionadas para el aislamiento de BAL, fueron aisladas 54 cepas 
con sus ELCSN y ELCN correspondientes para su conservación a -20 °C; de las cuales, 12 
resultaron ser morfológicamente cocos y 42 bacilos, en todos los casos Gram positivos.
La actividad antimicrobiana de las sustancias inhibitorias presentes en los ELC, frente a 
las cepas de S. aureus productoras de mastitis fue valorada utilizando la técnica de difusión en 
agar. De 54 pares de ELCSN y ELCN, 13 (24 %) presentaron halos de inhibición antimicrobiana 
(anexo VIII.5).
La tabla 13 concentra las medidas de resumen de las mediciones de los halos generados 
por los ELC en sus formas “sin neutralizar” y “neutralizados” por separado. Se puede observar 
que la media de los halos de los ELCSN fue 3,82 ± 0,60 mm y la media de los halos de los ELCN 
3,25 ± 0,39 mm. El control positivo de referencia (bacteriocina nisina) expresó un halo de 
inhibición de 3,98 mm.
La tabla 14 responde a la prueba estadística T para muestras apareadas, de la que se 
deduce que, considerando cada par de ELC por separado, existen diferencias significativas entre 
sus mediciones de halos, con evidencias suficientes para suponer que dichas mediciones son 
diferentes (p < 0,0001). Esta diferencia a favor del grupo sin neutralizar podría deberse a que,
Constante 
Tipo de ordeño 
Capacitación del personal
-0,336 0,59 0,72 (0,23 -  2,26) 0,566
1,938 0,62 6,95 (2,05 -  23,56) 0,002
1,119 0,35 3,06 (1,53 -  6,13) 0,002
%.
además de proteínas con perfil inhibitorio, poseen otras sustancias que no favorecen el desarrollo 
del S. aureus, generando halos de mayor medida que en los extractos neutralizados.
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Tabla 13. Estadística descriptiva de la medida de los halos de inhibición microbiana de los 
extractos libres de células “sin neutralizar” y “neutralizados” .
ELC Variable n Media D.E.* Mínimo Máximo M ediana
ELCSN mm 13 3,82 0,60 2,96 4,68 3,99
ELCN mm 13 3,25 0,39 2,74 3,76 3,26
(*)Desviación estándar
Tabla 14. Prueba T (muestras apareadas) aplicada a cada par de extracto libre de célula “sin 
neutralizar” y “neutralizados” .
Obs (1) Obs (2) N
O
(di
.2die
5
L I (95%)) LS (95%) T P
ELCSN (mm) ELCN (mm) 13 0,57 0,38 0,76 6,44 < 0 ,0 0 0 1
IV.2.2. Respuesta al tratam iento con proteinasa K  y term oestabilidad a distintos pH
Los trece ELCN seleccionados en el experimento anterior fueron tratados con la enzima 
proteolítica proteinasa K en concentraciones de 0,5 y 1 mg/ml. La valoración de la actividad 
antimicrobiana luego del tratamiento, resultó nula para ambas concentraciones de enzima usadas 
en cuatro ELCN (aislamientos correspondientes a las BAL identificadas con los números 81, 59, 
90 y 108) dejando de manifiesto el carácter proteico de las sustancias inhibidoras presentes 
(figura 18). La media de la medida del halo de inhibición para el control negativo de tales ELCN 
fue de 3,07 ± 0,44 mm.
Figura 18. Prueba de difusión en agar para uno de los ELCN tratados con proteinasa K, para 
valorar el carácter peptídico de la sustancia inhibitoria presente en el mismo. Se puede observar 
la presencia de halo de inhibición en el control negativo y la ausencia del mismo cuando el ELCN 
fue tratado con proteinasa K.
Las BAL número 59, 81, 90 y 108, cuyas sustancias inhibidoras presentes en los ELC 
demostraron poseer carácter peptídico, fueron descongeladas y cultivadas en caldo MRS. Los 
sobrenadantes de dichos cultivos obtenidos luego de ser centrifugados, recibieron dos 
tratamientos de alta temperatura (95 y 121 °C) a distintos pH (control sin calentamiento). Aun 
cuando los halos disminuyeron su diámetro para ambos tratamientos térmicos respecto del 
control sin calentamiento, quedó demostrado el carácter termorresistente en los cuatro casos, ya 
que la actividad antibacteriana no llegó a anularse. La muestra 59 respondió con una caída en la 
actividad antimicrobiana a medida que se aumentó el pH, tendencia que se acentuó con el 
aumento de calentamiento (figura 19). Para el caso de la muestra 81, la actividad a pH 5 fue 
menos eficaz para el tratamiento a 95 °C y el control pero se mejoró a 121 °C. La mejor respuesta 
en las tres situaciones se obtuvo a pH 6  con una caída de la eficacia a pH 7 y 8 , siendo más 
drástica a 121 °C (figura 20). La muestra 90 en cada tratamiento sostuvo similitud de respuesta a 
pH 4 y 5, pero a pH superiores la actividad antimicrobiana tendió a disminuir (figura 21). La 
muestra 108 en todos los tratamientos demostró mejor actividad a pH 5, con una caída de la 
actividad a pH superiores (figura 22).
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Figura 19. Termoestabilidad a distintos pH de los ELC de BAL número 59.
Figura 20. Termoestabilidad a distintos pH de los ELC de BAL número 81.
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Figura 21. Termoestabilidad a distintos pH de los ELC de BAL número 90.
Figura 22. Termoestabilidad a distintos pH de los ELC de BAL número 108.
IV.2.3. Purificación, concentración y electroforesis de los péptidos antim icrobianos
El sobrenadante resultado de la aplicación del método de adsorción-desorción modificado 
a cada uno de los cultivos de BAL fue evaluado en su actividad antimicrobiana. Se obtuvieron 
halos de inhibición en los 4 casos. Idéntica valoración pero con resultados nulos, fueron para los 
primeros sobrenadantes descartados del proceso, evaluados a los fines de corroborar que no hubo 
pérdida de los PAs en el transcurso de la aplicación del método de adsorción-desorción (anexo 
V m .6 ).
Para cada una de las muestras se realizaron electroforesis aplicando la técnica SDS - 
PAGE en 2 geles de acrilamida al 16 %, siguiendo el esquema planteado en el apartado III.2.5 
Los geles resultantes de las electroforesis fueron similares en todos los casos a los observados en 
la figura 22. El gel 1 utilizado para evaluar la concentración del PA, está representado en la figura 
23 por la imagen “c” . En esta imagen se puede observar de izquierda a derecha muestra la corrida 
del marcador de proteínas (PrM), de la muestra y de las cuatro diluciones de concentración
conocida de albúmina (100, 200, 400 y 800 |ig/ml), necesarias para el cálculo de la concentración 
proteica de la banda 3 a través del programa ImageJ (anexo VIII.7). En la corrida correspondiente 
a la muestra se destaca la banda 3, ubicada entre 3,5 kDa y 10 kDa en referencia al marcador de 
proteínas. Esta banda es correlativa a la banda 3 la imagen “b” . En esta imagen se aprecia el gel 
correspondiente a la calle 2 fragmentado en 5 trozos a los cuales se les aplicó la prueba de 
inhibición del crecimiento microbiano (imagen “a”), manifestándose un halo de inhibición 
alrededor del fragmento 3. La imagen “d” muestra el gel 2 destinado para la identificación 
proteica de la fracción inhibidora por espectrometría de masa, del cual se cortó la banda ubicada 
entre 3,5 kDa y 10 kDa usando de referencia el marcador de proteínas.
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Figura 23. Resolución de los geles por electroforesis y actividad antibacteriana.
(a) Corte en fragmentos del gel corrido electroforéticamente correspondiente a la calle 2 (1- borde del gel, 
2- correlativo a la banda de 3,5 kDa del PrM, 3- correlativo al espacio entre 3,5 kDa y 10 kDa del PrM, 4- 
correlativo a la banda de 10 kDa del PrM, 5- correlativo a la banda de 15 kDa del PrM). (b)Prueba de 
inhibición del crecimiento microbiano donde se manifiesta un halo de inhibición alrededor del fragmento 
3. (c) De izquierda a derecha, corrida del PrM, de la muestra y de las cuatro diluciones de concentración 
conocida de albumina. (d) Gel destinado para la identificación proteica de la fracción inhibidora por 
espectrometría de masa.
IV.2.4. Identificación de los péptidos antimicrobianos
A través del análisis por espectrometría de masas de los extractivos de muestras se 
identificaron los péptidos presentes en las fracciones de geles de la corrida electroforética del 
punto anterior (positivos a la prueba de inhibición del crecimiento microbiano). Las secuencias 
obtenidas fueron alineadas a secuencias de bacteriocinas y de otros péptidos ligados a estas,
reportados anteriormente en la base de datos NCBI (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). La tabla 15 
concentra los resultados de las alineaciones entre secuencias de cada muestra con secuencias de 
la base de datos NCBI (anexo VIII.8 ).
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Tabla 15. Resultados de las alineaciones entre las secuencias 
estudio con las secuencias de la base de datos NCBI.
de cada péptido antimicrobiano en
PA Secuencia Péptidos [microorganismos] alineados con la secuencia
Cobertura de 
alineamiento
P* Identidad
TTHVAmVAGAIA 
59 LGYVT AQMITNV
Brevicin 174A immunity 
protein (plasmid) 35 % 0 ,0 1 1 0 0  %
DKSK [Lactobacillus brevis]
Bacteriocin rhamnosin A,
81 AVPAVRKTNET partial 1 0 0  % 0,016 1 0 0  %
[Lactobacillus rhamnosus]
Bacteriocin-associated
90 NPQTGEEIEIPASK protein 5 7  % 0  0004 85 %
RRDEISDLQR
108
RDEISDLQR
*p: valor de significancia
El péptido resultado a partir del aislamiento 81 fue el único que respondió a bacteriocina. 
Tuvo la mejor cobertura de alineamiento (100 %) con la secuencia de la bacteriocina rhamnosin 
A (procedente de Lactobacillus rhamnosus), con un grado se significancia (p = 0,016) indicativo 
de secuencias con una alta probabilidad de homología, lo que derivaría en una identidad del 1 0 0  
%. El péptido 59 sólo tuvo una cobertura de alineamiento del 35 % con la proteína de inmunidad 
a bacteriocina Brevicin 174A (factor de auto - resistencia en Lactobacillus brevis), con un grado 
de significancia (p = 0 ,0 1 ) indicativo de secuencias con una alta probabilidad de homología y con 
una identidad del 100 %. Para el caso del péptido 90, tuvo una cobertura de alineamiento del 57 
% con una proteína asociada a bacteriocina de Enterococcus faecium, con un grado se 
significancia (p = 0,0004) indicativo de secuencias con una alta probabilidad de homología y una 
identidad probable del 85 %. El péptido 108 evidenció una cobertura de alineamiento del 84 %
[Enterococcus faecium]
Bacteriocin cleavage/export
ABC transp orter 84 % 0,002 58 %
[Lactobacillus brevis]
con el péptido ABC transportador de escisión / exportación de bacteriocina (Lactobacillus 
brevis), con una homología significativa (p = 0,002) y una identidad probable del 58 %.
IV.2.5. Secuenciación de ADN y análisis de las secuencias de bacterias ácido lácticas
Para arribar al género de las bacterias de las cuales se obtuvieron los PAs, se empleó la 
base de datos BLAST, tal como fue descripto en materiales y métodos, apartado III.2.7.
Según la base de datos BLAST y se muestra en el anexo VIII.8 , los aislamientos 
pertenecen al dominio Bacteria. Los aislamientos 59, 81 y 108 fueron clasificadas como 
perteneciente a phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales, familia Lactobacillaceae, 
género Lactobacillus, identificados como Lactobacillus spp. Las especies más relacionadas 
fueron L. brevis para los aislamientos 59 y 108, ambos con una identidad del 99 % y para el 
aislamiento 81 fue L. rhamnosus con identidad del 92 %. El aislamiento 90 fue clasificado como 
perteneciente a phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales, familia Enterococcaceae, 
género Enterococcus, identificados como Enterococcus spp. La especie más relacionada con el 
aislamiento 90 fue E. faecium  con un 100 % de identidad. Como se puede observar, hubo 
concordancia entre los microorganismos identificados por este método y los presupuestos a partir 
del secuenciamiento de los PAs en el ítem anterior (IV.2.4).
IV.3. Distribución de las concentraciones inhibitorias mínimas frente a S. aureus
IV.3.1. Determinación de la concentración inhibitoria mínima de los ATMs frente a 
S. aureus aislados en leche
La valoración del perfil de sensibilidad / resistencia para los ATMs (ampicilina, 
cloxacilina, tilosina, oxitetraciclina, penicilina y gentamicina) se logró mediante la prueba 
cuantitativa de dilución en agar (CLSI, 2013). Cabe aclarar que tanto el control positivo (S. 
aureus ATCC 29213) como el control negativo (solución fisiológica esteril) respondieron dentro 
de los rangos referencia estipulados tanto por CLSI y EUCAST.
La tabla 16 muestra la cantidad de cepas de S. aureus que resultaron inhibidas frente a las 
diferentes diluciones de cada ATM, en comparación con los puntos de corte clínicos de CLSI 
(2013) y EUCAST (2015). Cabe destacar que si bien la actividad ATM es variable entre 
fármacos de un mismo grupo, para aquellos ATMs que no cuentan con puntos de referencia en
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CLSI y/o EUCAST, se consideró como tal el punto de corte clínico de un ATM de la misma 
familia, como para obtener una referencia.
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Tabla 16. Número de cepas de S. aureus (n=46) que resultaron inhibidas (valores absolutos y 
porcentuales) frente a diferentes ATMs, tras la prueba cuantitativa de dilución en agar. 
Confrontación con los puntos de corte clínicos de CLSI (2013) y EUCAST (2015).
Diluciones de los ATMs (pg/ml)
0,008 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 inhibí
OXI 5 (11%) 2 (4,3%) 16 (34,8%) 8 (17,45%) 13 (28,3%) 1 (2,2%) 1 (2,2%)
CLX 9 (19,5%) 9 (19,5%) 4 (8,7%) 6 (13%) 6 (13%) 5 (11%) 5 (11%) 1 (2,2%) 1 (2,2%)
GEN 17 (37%) 2 (4,3%) 2 (4,3%) 2 (4,3%) 10 (21,7%) 7 (15,2%) 4 (8,7%) 2 (4,3%)
TIL 27 (58,7%) 7 (15,2%) 2 (4,3%) 2 (4,3%) 2 (4,3%) |  2 (4,3%) 2 (4,3%) 2 (4,3%)
AMP 9 (19,5%) 11 (23,9%) 6 (13%) 2 (4,3%) 1 (2,2%) 2 (4,3%) 6 (13%) 3 (6,5%) 2 (4,3%) 1 (2,2%) 3 (6,5%)
PEN 9 (19,5%) 4 (8,7%) 9 (19,5%) 3 (6,5%) 6 (13%) 2 (4,3%) 3 (6,5%) 3 (6,5%) 3 (6,5%) 2 (4,3%) 2 (4,3%)
Puntos de corte clínicos de referencia Cepas sensibles (%) Cepas resistentes (%)
CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST
OXI S < 4; R > 16 (t, m, d) S < 1 - R > 1 (t) 100 97,8 0 2,2
CLX S < 2 - R > 4 - 97,8 2,2 -
GEN S < 4 - R > 16 S < 1 - R > 1 96 87 0 13
TIL S < 0,5 - R > 8 (e) S < 1 - R > 1 (e) 87 91 0 9
AMP S < 0,12 - R > 0,25 S < 0,12 - R > 0,12 63 63 37 37
PEN S < 0,12 - R > 0,25 S < 0,12 - R > 0,12 54 54 46 46
OXI: oxitetraciclina, CLX: cloxacilina, GEN: gentamicina, TIL: tilosina, AMP: ampicilina, PEN: bencilpenicilina; S: 
sensible, R: resistente; t: tetraciclina, m: minociclina, d: doxiciclina, e: eritromicina. Las líneas verticales de colores
rojo y verde, indican los puntos de corte para CLSI (2013) y EUCAST (2015), respectivamente.
De la confrontación con los puntos de corte clínico de CLSI surge que el 100 % de las 
cepas de S. aureus se inhibieron ante oxitetraciclina, gentamicina y tilosina en valores de 
concentración inferiores a los puntos de corte indicativos de resistencia. Sin embargo, para los 
dos últimos ATMs, hubo un 4 % y 13 % (gentamicina y tilosina, respectivamente) de cepas que 
lo hicieron en valores de concentración intermedios entre los puntos de corte de sensibilidad y 
resistencia. Manifestaron resistencia ante cloxacilina (2,2 %), ampicilina (37 %) y penicilina (46 
%).
Los cinco ATMs cotejados con los puntos de corte propuestos por EUCAST 
(oxitetraciclina, gentamicina, tilosina, ampicilina y penicilina) demostraron resistencia en el 
orden del 2,2 %, 13 %, 9 %, 37 % y 46 %, respectivamente.
La tabla17 concentra la cantidad de cepas de S. aureus que resultaron inhibidas frente a 
las diferentes diluciones de cada ATM, en comparación con los puntos de corte epidemiológicos 
(ECOFF) de EUCAST (2015). De su análisis surge que en todos los casos se registraron cepas 
que inhibieron en concentraciones superiores a los puntos de corte epidemiológicos, siendo 
penicilina la que obtuvo la mayor proporción de resistencia (46 %).
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Tabla 17. Número de cepas de S. aureus (n=46) que resultaron inhibidas (valores absolutos y 
porcentuales) frente a diferentes ATMs, tras la prueba cuantitativa de dilución en agar. 
Confrontación con los puntos de corte epidemiológicos-ecoff EUCAST (2015).
Diluciones de los ATMs (^g/ml)
0,008 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 Sin  
inhib.
OXI 5 (11%) 2 (4,3%) 16 (34,8%) 8 (17,45%) 13 (28,3%) 1 (2,2%) 1 (2,2%)
CLX 9 (19,5%) 9 (19,5%) 4 (8,7%) 6 (13%) 6 (13%) 5 (11%) 5 (11%) 1 (2,2%) 1 (2,2%)
GEN 17 (37%) 2 (4,3%) 2 (4,3%) 2 (4,3%) 10 (21,7%) 7 (15,2%) 4 (8,7%) 2 (4,3%)
TIL 27 (58,7%) 7 (15,2%) 2 (4,3%) 2 (4,3%) 2 (4,3%) 2 (4,3%) 2 (4,3%) 2 (4,3%)
AMP 9 (19,5%) 11 (23,9%) 6 (13%) 2 (4,3%) 1 (2,2%) 2 (4,3%) 6 (13%) 3 (6,5%) 2 (4,3%) 1 (2,2%) 3 (6,5%)
PEN 9 (19,5%) 4 (8,7%) 9 (19,5%) 3 (6,5%) 6 (13%) 2 (4,3%) 3 (6,5%) 3 (6,5%) 3 (6,5%) 2 (4,3%) 2 (4,3%)
Puntos de corte Epidemiológico - ecoff EUCAST
Cepas sensibles (%) Cepas resistentes (%)
OXI 0,25 (m); 0,5 (d) 96 4
CLX 0,5 85 15
GEN 2 96 4
TIL 1 (e) 91 9
AMP 0,5 80 20
PEN 0,12 54 46
OXI: oxitetraciclina, CLX: cloxacilina, GEN: gentamicina, TIL: tilosina, AMP: ampicilina, PEN: 
bencilpenicilina; S: sensible, R: resistente; t: tetraciclina, m: minociclina, d: doxiciclina, e: eritromicina. Las 
líneas verticales de color amarillo, indican los puntos de corte epidemiológicos-ecoff para EUCAST (2015).
Considerando las frecuencias relativas (% de cepas inhibidas de S. aureus) se 
determinaron las CIM en el 50 % y el 90 % de la población bacteriana (CIM50 y CIM90, 
respectivamente) para cada ATM (figuras 24, 25, 26, 27, 28 y 29).
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Figura 24. Distribución del porcentaje de S. aureus (n=46) inhibidos por oxitetraciclina.
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Figura 25. Distribución del porcentaje de S. aureus (n=46) inhibidos por cloxaciclina.
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Figura 26. Distribución del porcentaje de S. aureus (n=46) inhibidos por gentamicina.
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Figura 27. Distribución del porcentaje de S. aureus (n=46) inhibidos por tilosina.
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Figura 28. Distribución del porcentaje de S. aureus (n=46) inhibidos por ampicilina.
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Figura 29. Distribución del porcentaje de S. aureus (n=46) inhibidos por penicilina.
Las gráficas representativas de distribución de las cepas de S. aureus inhibidas a las 
distintas concentraciones, demuestran que oxitetraciclina manifestó una distribución monomodal 
bilateral, en forma de campana; en cambio tilosina y cloxacilina si bien presentaron una 
distribución monomodal, fue de tipo unilateral, desplazada hacia la izquierda lo que es indicativo 
de una mayor sensibilidad por parte del patógeno, que se manifiesta con un alto número de cepas 
inhibidas a diluciones bajas. Penicilina mostró claramente la existencia de dos poblaciones, una 
sensible y otra resistente, con un 4,35 % de las cepas que no fueron inhibidas a ninguna de las 
concentraciones aplicadas. Gentamicina tuvo una distribución bimodal y ampicilina trimodal 
indicando una población salvaje sensible a bajas diluciones y subpoblaciones que podrían contar 
con cierta resistencia adquirida para las que se necesitó de diluciones más altas para su 
inhibición. Si bien desde el punto de vista terapéutico, la CIM50 no tiene mayor inferencia, es de 
utilidad analizar cuanto se separa de ella la CIM90 ya que a mayor alejamiento entre ambas, se 
sugiere una tendencia a la resistencia. Esto se manifestó claramente para ampicilina y penicilina.
De la comparación de las CIM90 de los ATMs con los puntos de corte clínicos de CLSI
(2013) y clínicos y epidemiológico - ecoff de EUCAST (2015) surge que la CIM90 de 
oxitetraciclina y tilosina fueron las únicas que se mantuvieron en valores inferiores a los 
propuestos como puntos de cortes clínicos y epidemiológicos (CLSI, 2013; EUCAST, 2015).
Penicilina reveló una resistencia del 45,65 % y 32,61 % según los puntos de corte clínicos 
sugeridos por EUCAST y CLSI respectivamente; y también fue superior al punto de corte 
epidemiológico sugeridos por EUCAST. Indéntica situación fue la observada para ampicilina que 
demostró tener una CIM90 superior a los puntos de corte clínicos de EUCAST y CLSI (resistencia 
del 37 % en ambos casos) y al punto de corte epidemiológico sugerido por EUCAST. En el caso 
de gentamicina, si bien su CIM90 es inferior respecto del punto de corte clínico de CLSI y del 
epidemiológico de EUCAST, es superior al punto de corte clínico de EUCAST con una 
resistencia del 12,5 %. Cloxacilina manifestó una CIM90 inferior al punto de corte clínicos de 
CLSI pero superior al epidemiológico de EUCAST. Las CIM90 de penicilina, ampicilina y 
cloxacilina fueron superiores al punto de corte epidemiológico o “Epidemiological CutOFF - 
ECOFF” según EUCAST.
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IV.3.2. Estimación de las concentraciones de los péptidos antimicrobianos
Tras la electroforesis de las cuatro soluciones de referencia de albúmina con 
concentraciones 100, 200, 400 y 800 |ig/ml, se obtuvieron, mediante procesamiento digitalizado 
(ImageJ), las densidades relativas de las bandas de interés que se observan en la figura 30.
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Figura 30. Densidades relativas de cada péptido antimicrobiano en función de concentraciones 
conocidas de albúmina, obtenidas por la utilización del programa ImageJ.
La relación de la densidad relativa de cada banda seleccionada respecto de las densidades 
relativas de las bandas de albúminas de concentraciones conocidas, permitió estimar la 
concentración de cada PA en los 25 |il de siembra. A partir de este último resultado se conoció la 
concentración por ml (1.000 |il) de muestra. Posteriormente, 1 ml de muestra fue diluido en 10
ml totales, conformando la solución inicial de las diluciones sucesivas realizadas para el cálculo 
de las CIM (tabla 18).
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Tabla 18. Concentración de cada péptido antimicrobiano en los 25 |il de siembra, por ml (1.000 
|il) y en la solución inicial para las diluciones utilizadas en el cálculo de las CIM.
PA
En 25 ^l de siem bra 
(^g)
En 1000 ^l 
(^g)
Solución para  cálculo de CIM  
fag/ml)
59 5,174 206,959 20,700
81 1,035 41,397 4,100
90 7,729 309,145 30,900
108 7,224 288,966 28,900
IV.3.3. Determinación de las concentraciones inhibitorias mínimas de los péptidos 
antimicrobianos frente a S. aureus aislados en leche
A los PAs se les aplicó el mismo tratamiento que a los ATMs, expuesto en el punto III.17. 
La tabla 19 muestra la cantidad de cepas de S. aureus que resultaron inhibidas frente a las 
diferentes diluciones de cada PA.
Tabla 19. Número de cepas de S. aureus (n=46) que resultaron inhibidas frente a los péptidos 
antimicrobianos, tras la prueba cuantitativa de dilución en agar.
PA Diluciones de cada péptido (^g/ml)
0,04 0,081 0,162 0,323 0,647 1,294 2,588 5,175 10,35 20,7 Sin inhib.
59
4 2 2 6 1 2 1 2 26
0,016 0,032 0,064 0,128 0,256 0,513 1,025 2,05 4,1 Sin inhib.
81
5 2 4 5 1 29
0,06 0,121 0,241 0,483 0,966 1,931 3,863 7,725 15,45 30,9 Sin inhib.
90
8 2 2 3 3 1 27
0,056 0,113 0,226 0,452 0,903 1,806 3,613 7,225 14,45 28,9 Sin inhib.
108
7 1 1 3 1 5 28
En las gráficas siguientes (figuras 31, 32, 33 y 34) se puede observar cómo se distribuyen 
porcentualmente las cepas inhibidas de S. aureus (% frecuencias relativas) según las distintas 
diluciones planteadas para cada PAs (anexo VIII.11). No fueron inhibidas el 56,52 %, 63,04 %,
58,70 % y 60,87 %, de las cepas de S. aureus por parte de los PAs 59, 81, 90 y 108, 
respectivamente. Esto dejó expuesta la incapacidad de inhibición en el 50 % y el 90 % de la 
población bacteriana (CIM50 y CIM90, respectivamente).
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Figura 31. Distribución del porcentaje de S. aureus (n=46) inhibidos por el péptido 59.
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Figura 32. Distribución del porcentaje de S. aureus (n=46) inhibidos por el péptido 81.
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Figura 33. Distribución del porcentaje de S. aureus (n=46) inhibidos por el péptido 90.
Figura 34. Distribución del porcentaje de S. aureus (n=46) inhibidos por el péptido 108.
IV.3.4. Com paración de las concentraciones inhibitorias mínimas y de las 
frecuencias relativas acumuladas de los péptidos inhibitorios respecto de los ATMs
Al no poderse establecer la CIM50 y CIM90 de los PAs hizo que se calcularan las CIM35, 
considerando que el 35 % de inhibición fue conseguido por todos los PAs. Debido a esto, a la 
estimación inicial de la CIM50 y CIM90 de los ATMs se le agregó también la de la CIM35. Los 
resultados obtenidos se expresan en la tabla 2 0 .
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Tabla 2 0 . CIM35, CIM50 y CIM90 de ATMs y los PAs.
ATM CIM35 CIM 50 CIM 90
OXI < 0 ,1 2 0 ,1 2 < 0,500
CLX < 0,03 < 0 ,1 2 < 1 ,0 0
GEN < 0,03 0,25 < 2 ,0 0
TIL < 0,015 < 0,015 < 1 ,0 0
AMP < 0,015 < 0,03 < 4,00
PEN < 0,06 < 0 ,1 2 < 4,00
PA 59 < 1,294
PA 81 < 4,100
PA 90 < 1,931
PA 108 < 3,613
OXI: oxitetraciclina, CLX: cloxacilina, GEN: 
bencilpenicilina; PA: péptido antimicrobiano.
gentamicina, TIL: tilosina, AMP: ampicilina, PEN:
De la tabla 20 se desprende que en todos los casos fueron superiores a las CIM35 y CIM50 
de los ATMs probados. La CIM35 de los PA 59 (< 1,294 |ig/ml) y 90 (< 1,930 |ig/ml) fueron 
inferiores a las CIM90 de gentamicina (< 2,00 |ig/ml), ampicilina (< 4,00 |ig/ml) y penicilina (<
4,00 |ig/ml), la del PA 108 (< 3,613 |ig/ml) sólo fue inferior a la de ampicilina y penicilina y la 
del PA 81 (< 4,100 |ig/ml) fue superior a la de todos los ATMs.
Debido a que no se pudo partir de soluciones de concentración conocidas de PAs, las CIM 
de estos se calcularon en rangos particulares en cada caso, distintos a los aplicados para los 
ATMs (32 a 0,008 |ig/ml). No obstante, fueron contrastados a este por aproximación. El rango de 
dilución del PA 81 fue comparable entre 0,015 y 4 |ig/ml, el del PA 59 entre 0,03 y 16 |ig/ml y 
para los PAs 90 y 108 entre 0,06 y 32 |ig/ml (anexo VIII.10).
Del análisis de los datos aportados por el anexo VIII.12 y la figura 35 que confronta el 
porcentaje de cepas de S. aureus inhibidos como frecuencia relativa acumulada (FRA %) con las 
distintas concentraciones utilizadas, se puede observar que oxitetraciclina fue el primero en 
conseguir la inhibición del 100 % de las cepas de S. aureus, seguido por tilosina y gentamicina. A 
una concentración mayor lo hizo cloxacilina y ampicilina, no consiguiéndolo penicilina, al menos 
en el rango empleado. Aun cuando los PAs en ningún caso lograron una inhibición del 
crecimiento del 100 %, para el caso del 59, 90 y 108 (43,48 %, 41,30 % y 39,13 %, 
respectivamente), alcanzaron un porcentaje mayor de inhibición respecto del 81 que sólo logró
inhibir un 36,96 %. Un detalle importante a tener en cuenta que del total de cepas de S. aureus 
(46), las dos que fueron resistentes a penicilina, se inhibieron ante los cuatro PAs.
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Figura 35. Cepas de S. aureus (n=46) inhibidos (FRA %) en las distintas concentraciones.
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CAPÍTULO V. DISCUSIÓN
V.1. Diseño de la tom a de m uestra
La elaboración de un diseño estadístico de muestreo se tradujo en una obtención de 
muestras (n= 390) provenientes de 38 tambos de todo el departamento (Mateu & Casal, 2003; 
Scheaffer et al., 2005). Estos se seleccionaron en forma sistematizada, según su distribución 
geográfica a los fines de que estuviese todo el territorio representado. La selección de los 
animales por establecimiento se concretó en forma aleatoria y proporcional a la cantidad de vacas 
por tambo (Ramírez Vásquez et al., 2011; Martínez Bencardino, 2016). Así se limitó el error por 
muestreo y se pudo caracterizar la variabilidad que se da dentro del mismo departamento respecto 
de las condiciones tecnológicas, socioeconómicas e higiénico-sanitarias y las formas de manejo 
de los rodeos, tal como lo plantea Orantes-Zebadúa et al.(2014). La conjunción de esta 
información permitió la concreción de un escenario representativo departamental sobre el cual 
extrapolar los resultados posteriores de prevalencias y perfiles de susceptibilidad a ATMs y PAs.
V.2. Infecciones intram am arias causadas por S. aureus a nivel departam ental
La salud de las ubres, los RCS y los resultados bacteriológicos, son parámetros reportados 
sistemáticamente. En este trabajo se pudo observar que el 5,9 % de las vacas presentaron signos 
clínicos de IIM en al menos uno de los cuartos; el 63 % de los RCS fueron superiores al punto de 
corte de 200.000 cél/ml y se aislaron 46 cepas de S. aureus. La extrapolación de los tres 
parámetros permitió establecer cinco categorías de acuerdo al estado sanitario de las ubres. Se 
obtuvo una prevalencia del 1 1 ,8  % de mastitis causada por S. aureus en vacas en período de 
lactancia en dicha región, respondiendo el 4,1 % a la categoría de mastitis clínica y el 7,7 % a 
subclínica. El 88,2 % restante se distribuyó en las categorías de mastitis inespecífica, indefinida y 
sanos, en valores de 1,8 %, 28,2 % y 58,2 %, respectivamente.
Debido a la falta de datos históricos del departamento, de todos los resultados antes 
mencionados, solo pudo cotejarse la media de RCS con la conseguida en 1986 sobre 1100
muestras de los departamentos Río Primero y Río Segundo, donde se halló un valor 
sensiblemente superior de 596.564 cél/ml (Cravero et al., 1989).
Históricamente S. aureus ha sido unos de los microorganismos más aislados en la 
provincia de Córdoba. Se reportaron resultados superiores a los aquí expuestos (11,8 %), por 
González et al. (1980) en un relevamiento realizado en los departamentos de Río Cuarto, Tercero 
Arriba, Juárez Celman y Gral. San Martín (43,27 %); Pellegrino et al. (2006) aislaron e 
identificaron 769 cepas del género Staphylococcus, de las que el 55 % eran estafilococos 
coagulasa positivos, siendo S. aureus (92 %) el más frecuente en muestras de la cuenca lechera 
de Córdoba; y sobre 271 muestras del centro sur de la provincia; y Pellegrino et al. (2011), 
aislaron 300 cepas bacterianas, de las cuales el 27,9 % fueron identificadas como S. aureus. Cabe 
acotar que la media de los RCS (363.130 cél/ml) obtenida fue sensiblemente inferior a la de 
Pellegrino et al. (2006), que asoció al 81 % de los aislamientos de S. aureus con RCS superiores 
a 800.000 cél/ml y a la de Pellegrino et al. (2011), que presentaron elevados RCS (> 200.000 
cél/ml) en el 85,7 % de los establecimientos muestreados.
En Argentina se han realizado estudios para determinar la prevalencia de los 
microorganismos causantes de mastitis desde la década del ’70, pudiéndose comprobar que las 
sucesivas correcciones en los aspectos higiénico-sanitarios (rutina de trabajo, chequeo de 
máquina de ordeño, sellado de pezón, terapia de secado, tratamiento de casos clínicos, descarte 
de vacas crónicas y control de calidad de los insumos que se utilizan), contribuyeron a una 
gradual disminución de los RCS desde mediados de la década de los 90, aunque siguen siendo 
elevados, comparados con los de los países de alto desarrollo lechero. S. aureus es uno de los 
agentes más aislados. En una revisión de resultados de prevalencia de microorganismos 
patógenos causantes de mastitis bovina y evolución del estado de salud de la glándula mamaria 
logrados en distintas investigaciones en la región pampeana (Buenos Aires, Córdoba, Santa Fe, 
Entre Ríos y La Pampa) desde fines de los años 70 hasta 2005, Calvinho & Tirante (2005) 
ilustraron esta tendencia. Se puede observar que para S. aureus se encontraron aislamientos del 
17 % al 54 % en las diferentes cuencas lecheras. En tambos del noroeste de Santa Fe y sur de 
Santiago del Estero, entre 1993 y 2009, Revelli et al. (2011) demostraron un descenso de la 
media de RCS de 687.000 cél/ml a 423.000 cél/ml y además se encontró en la zona, una alta 
incidencia de S. aureus (43 %). Entre junio y diciembre de 2014 se analizó la calidad de leche en 
26 tambos familiares del periurbano oeste del área metropolitana de Buenos Aires (Marcos Paz, 
La Matanza y Gral. Rodríguez), aislándose S. aureus en el 46 % de las muestras, las que en un 83
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% estuvieron asociadas a RCS superiores a 200.000 cél/ml (Motta et al., 2015). Los reportes 
antes mencionados arrojan valores de prevalencia de S. aureus y de media de RCS superiores a 
las obtenidas en esta investigación.
Respecto de reportes latinoamericanos, la prevalencia de mastitis bovina causada por S. 
aureus (11,8 %) en el departamento, es la misma a la informada por Ruiz et al. (2012) para 5 
provincias de Cuba (Pinar del Río, Artemisa, Mayabeque, Sancti Spiritus y Camagüey) entre 
2009 y 2012, y similar al 13 % del municipio de San Pedro de los Milagros, Colombia (Ramírez 
Vásquez et al., 2011). Pero fue sensiblemente inferior para los reportados de la región centro-este 
del Estado de México (23 %) por Manjarrez López et al. (2012); de Cuba (29,3 %) por Peña & 
Uffo (2010); del sur de Uruguay (27,8 %), siendo además, el patógeno más frecuentemente 
aislado (Gianneechini et al., 2014); de estados venezolanos como Zulia, con aislamientos de S. 
aureus entre 25 y 45 % (Valero-Leal et al., 2012) y Portuguesa donde fue el microorganismo más 
aislado, presente en casos de mastitis subclínica (41 %), clínica (45 %) y crónica (14 %) 
(Gutiérrez et al., 2015); de reportes colombianos del 29,09 %, 43,72 %, 87,56 % y 26 % en el 
Altiplano Cundiboyacense, en el departamento de Arauca, en el municipio de Montería y en 
Boyaca, respectivamente (Calderón & Rodríguez, 2008; Calderón Rangel et al., 2011; Mojica & 
Jaramillo, 2014; Barrera et al., 2015).
V.3. Categorización de los tambos e incidencia de cada categoría en la prevalencia 
regional a S. aureus. Análisis estadístico de los factores de exposición (riesgo) asociados a 
mastitis en el departam ento y en cada categoría
La categorización de los tambos muestreados a partir de los datos obtenidos en la 
encuesta, reveló que respondieron a las categorías de precarios, regulares, buenos y muy buenos, 
un 7,9 %, 34,2 %, 34,2 %, 23,7 %, respectivamente.
Quedó demostrado que a mejores condiciones generales de los tambos, hubo una menor 
prevalencia específica de IIM por S. aureus (47,6 %, 16,4 % y 7,8 % para los tambos precarios, 
regulares y buenos, respectivamente, y nula para los tambos muy buenos). Es importante destacar 
que sólo 3 tambos que aplicaron a la categoría “precarios” aportaron el mayor porcentaje de 
mastitis por S. aureus (47,6 %). Fue idéntica la relación que se encontró entre la calidad de los 
tambos vs producción de litros de leche por vaca / día por categoría (14,7 ± 2,0 l / animal / d; 17,3 
± 1,4 l / animal / d; 23,0 ± 1,6 l / animal/ d y 29,1 ± 2,4 l / animal / d, fue la producción de tambos 
precarios, regulares, buenos y muy buenos, respectivamente). Esto es indicativo de que una mejor
producción lechera puede atribuirse a la optimización de estrategias de manejo de los rodeos; y 
que la calidad sanitaria es un aspecto clave para disminuir el nivel de infección y poder así 
aumentar la productividad (Martínez et al., 2016; Oliszewski, 2016).
Según los datos de la encuesta, aquellos factores que se consideraron como 
predisponentes a la presencia de mastitis se presentaron prioritariamente en los tambos precarios, 
lo que fue concordante con la elevada presencia de mastitis en los mismos.
La política sostenida en establecimientos lecheros donde alcanzar un determinado caudal 
de producción subestima la necesidad de sostener la calidad de la leche y la salud animal, 
conlleva a que no sean apartadas vacas con mastitis clínica de las líneas de ordeño. De hecho, en 
este trabajo fue el factor que se presentó en mayor proporción tanto a nivel departamental (76,3 
%) como en cada categoría de tambos. Ramírez et al (2016) sostiene que será necesario que las 
empresas lecheras asuman la importancia del mejoramiento del factor calidad, como parte 
fundamental del éxito en la comercialización de sus productos, sean éstos leche o sus derivados. 
Este mejoramiento debe ser una labor y un compromiso que se inicie en el tambo.
Le siguió en jerarquía de proporción tanto a nivel departamental (31,6 %) como por 
categoría, la inexistencia de un orden de ingreso de los animales a la sala de ordeño en un mismo 
rodeo. Contrariamente, Cominiello (2016) sostiene que es categórico mantener un orden de 
ordeño, dejando para el último la extracción de leche de los animales enfermos. De esta manera, 
se reduce el riesgo de enfermar a los animales sanos. Se constató además que en ningún tambo 
existían espacios sanitarios separados para el ordeño de animales enfermos.
Además de exponer los dos factores de riesgo antes mencionados, en todos los tambos 
precarios no se empleaba CMT para mastitis subclínica, el personal no contaba con la 
capacitación técnica, ni usaban guantes en el ordeño y los cambios de pezoneras no seguían las 
indicaciones del fabricante. Contrariamente, Ramírez Vásquez et al. (2011) concluyeron en que 
la realización periódica del CMT (97 % de especificidad y 82 % de sensibilidad) favorece al 
diagnóstico precoz de mastitis subclínica. Martínez et al. (2016) afirmaron que la idoneidad del 
operario tambero respecto de la rutina de ordeño, el favorecimiento al bienestar animal y 
mejoramiento continuo de su entorno, es una característica determinante para el buen 
funcionamiento de un tambo. Cominiello (2016) advirtió sobre la necesidad de cumplir con las 
normas de higiene necesarias tanto para cuidado del propio tambero como así también para evitar 
ser un vector de contagio entre los animales. Por otra lado, también sugirió que la renovación de 
las pezoneras no se realice en un periodo de tiempo determinado, sino cuando empiecen a
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deslizarse hacia abajo en la ubre de forma continua y además que no hayan superado los 2500 
ordeños.
El resto de los factores predisponentes de mastitis se sostuvieron para los tambos 
precarios en el orden del 66,7 %. En las demás categorías las proporciones de exposición de 
factores de riesgo disminuyeron a medida que la calidad de los establecimientos creció.
Asumiendo entonces que la categoría precario fue la más expuesta para la presentación de 
la enfermedad, se pudo demostrar que el riesgo de presentar la enfermedad fue 4,9 veces mayor 
(p < 0,0001) respecto a los animales del resto de los tambos, y que el 37,9 % de su prevalencia 
fue atribuible específicamente a las condiciones de precariedad de dichos tambos.
Se realizó un análisis bivariado en la búsqueda de asociación entre los factores de riesgo 
con la presentación de IIM por S. aureus en las vacas estudiadas, independientemente de la 
categorización de tambos. Los OR resultantes permitieron valorar cuantas veces fue la 
probabilidad de que estos animales presenten IIM por S. aureus debido a la exposición a un 
determinado factor de riesgo, respecto de aquellos que estaban bajo la influencia de factores de 
protección.
De acuerdo a ello, se pudo deducir que las vacas que se ordeñaban manualmente tenían
12,17 (intervalo de confianza 95 %: IC 3,86 - 38,38) más probabilidades de presentar IIM por S. 
aureus respecto a aquellas ordeñadas mecánicamente. De hecho el 58,33 % de estos animales 
demostraron tener IIM por S. aureus, constituyéndose así el factor de riesgo con mayor 
proporción de animales enfermos. Este valor de OR es ostensiblemente mayor al de 0,81 
informado por Ramírez Vásquez et al. (2011) para el ordeño manual.
En orden decreciente, otros factores de riesgo que demostraron asociaciones significativas 
con las IIM por S. aureus (p < 0,05) fueron la frecuencia del control de las máquinas de ordeño 
superior a los 3 meses, OR= 7,03 (2,68 - 19,44); la falta de uso de guantes durante el ordeño, 
OR= 5,03 (2,38 - 10,64); la ausencia de aplicación de CMT para mastitis subclínica, OR= 4,45 
(2,12 - 9,31); la falta de capacitación del personal, OR= 4,42 (2,20 - 8,89); la omisión de las 
recomendaciones del fabricante en cuanto al período de tiempo para el cambio de las pezoneras, 
OR= 4,16 (2,16 - 8,02); el control de la mastitis llevados a cabo por personal no veterinario, la 
ausencia rutinaria en la realización de la prueba de los primeros chorros y la remisión al 
laboratorio de muestras sospechosas de mastitis, OR= 4,07 (1,81 - 9,13); la omisión del sellado 
pos ordeño, OR= 3,98 (1,88 - 8,45); no haber apartado vacas con mastitis clínica crónicas en los 
últimos 6  meses, OR= 3,13 (1,09 - 8,99); y la falta sistemática de controles lecheros, OR= 2,52
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(1,35 - 4,70). En cuanto al factor expresado como “orden en que ingresan a la sala de ordeño los 
animales sanos y con mastitis” no pudo ser calculado su OR debido a la inexistencia de un orden 
preestablecido de ingreso en todos los tambos. Por otra parte, si bien existe asociación en la 
observación de mastitis al momento del ordeño (OR = 5,55), la misma no fue significativa (p= 
0,0643).
Ramírez Vásquez et al. (2011), Martínez Pacheco et al. (2015) y a nivel provincial Vissio 
et al. (2015), también analizaron factores de exposición asociados a mastitis en vacas. La 
deficiente práctica de sellado pos ordeñe, fue uno de los factores más relevantes que se 
encontraron en coincidencia con los aquí considerados. Cabe destacar, que dicho factor sólo no 
fue relevado en la categoría de tambos “muy bueno”, mientras que paralelamente en la categoría 
“precario” fue positivo en el 66,7 %.
El uso de inadecuadas prácticas de higienización, también aparece asociado a la presencia 
de mastitis (Ramírez Vásquez et al., 2011; Martínez Pacheco et al., 2015) lo que sería 
comparable con los factores aquí analizados, bajo la denominación de “falta de capacitación del 
personal”, factor que sólo estuvo ausente en la categoría “muy bueno”, adquiriendo incidencia del 
100 % en los precarios. Vissio et al. (2015), además observaron que casi un 20 % de los 
productores solo utilizaba como medida de control el tratamiento de casos de mastitis clínica, el 
23 % no realizaba terapia de secado. Esto podría compararse con el factor de exposición aquí 
considerado “personal no veterinario en el control de la mastitis”, ya que esto presupone que un 
médico veterinario a cargo del control del rodeo establecerá dichas prácticas u otras, siempre que 
sean necesarias para mantener un estado saludable de los animales.
A diferencia de Ramírez Vásquez et al. (2011), que aplicó un modelo de regresión 
logística, las variables (factores de riesgo) que resultaron asociadas en forma significativa (p < 
0,05) fueron sometidas a una regresión logística mediante un modelo mixto lineal generalizado. 
De esta manera se pudo evaluar las asociaciones entre los factores de riesgo con la presencia de 
IIM por S. aureus, influenciadas por la variable “tambo muestreado” como intercepción aleatoria. 
La elección de este modelo en particular se fundamentó en que los efectos o influencias de las 
variables explicativas (factores de riego) sobre la respuesta (presencia de IIM a S. aureus) se 
suponen similares sobre animales de un mismo tambo, pero pueden diferir respecto de los 
animales de otros tambos ya que es factible una diferencia en el manejo de los rodeos (Papp et 
al., 2017). De este análisis sólo resultaron significativas (p < 0,05) el tipo de ordeño empleado y 
la capacitación del personal del tambo. Se concluye entonces que la pertenencia del individuo a
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un tambo con ordeño manual tiene 6,95 más probabilidades de presentar una IIM a S. aureus y 
triplica las posibilidades cuando el personal del tambo no está capacitado.
Concluyendo en que las pérdidas económicas causadas por la mastitis están influenciadas 
sensiblemente por el grado de aplicación de medidas de control y prevención. Todos estos son 
ejemplos que ratifican los resultados obtenidos y que en su conjunto indican la necesidad de 
sostener medidas de manejo de los rodeos. Será primordial la planificación de estrategias tanto 
para la detección a tiempo, como para el control de los factores de riesgo lo que se traducirá en 
ubres sanas y calidad de producción lechera.
V.4. Evaluación de la susceptibilidad de las cepas de S. aureus regionales frente a los 
ATMs convencionales
La evaluación de susceptibilidad antimicrobiana de S. aureus, patógeno causante de 
mastitis, es una herramienta valiosa en el control de la enfermedad. Esto tiene más trascendencia 
aún si se realiza con cepas representantes de una región geográfica determinada, ya que los 
patrones de resistencia y la diversidad de las cepas varían en función de cada región. Respecto de 
los seis ATMs (oxitetraciclina, tilosina, penicilina, ampicilina, gentamicina y cloxacilina) que se 
utilizaron en este trabajo, cada uno sostuvo patrones de susceptibilidad / resistencia particulares. 
La oxitetraciclina consiguió la inhibición del 100 % de las cepas de S. aureus a diluciones más 
bajas, seguido por tilosina y gentamicina. A una concentración mayor lo hizo cloxacilina y 
ampicilina, no consiguiéndolo penicilina, al menos, en el rango de diluciones empleado.
De la confrontación de las diluciones máximas necesarias para la inhibición total del 
crecimiento microbiano con los puntos de corte clínico de CLSI surge que el 100 % de las cepas 
de S. aureus se inhibieron ante oxitetraciclina, gentamicina y tilosina en valores de concentración 
inferiores a los puntos de corte indicativos de resistencia. Sin embargo, para los dos últimos 
ATMs, hubo un 4 % y 13 % (gentamicina y tilosina, respectivamente) de cepas que lo hicieron en 
valores de concentración intermedios entre los puntos de corte de sensibilidad y resistencia. 
Manifestaron resistencia ante cloxacilina (2,2 %), ampicilina (37 %) y penicilina (46 %). Con 
respecto a los puntos de corte propuestos por EUCAST, ante todos los ATMs (oxitetraciclina, 
gentamicina, tilosina, ampicilina y penicilina) demostraron resistencia (2,2 %, 13 %, 9 %, 37 % y 
46 %, respectivamente). En comparación con los puntos de corte epidemiológicos (ECOFF) de 
EUCAST (2015), en todos los casos se registraron cepas que inhibieron en concentraciones
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superiores a los puntos de corte epidemiológicos, siendo penicilina la que obtuvo la mayor 
proporción de resistencia (46 %).
La concentración inhibitoria mínima ha sido el indicador más utilizado en terapias 
antimicrobianas, durante décadas. Si un ATM se mantiene en el organismo en concentraciones 
por encima de la CIM para determinada cepa de un microorganismo, será capaz de inhibir el 
desarrollo de esa bacteria con comodidad. Este concepto es dinámico y depende de los nuevos 
descubrimientos respecto de cómo se modifican los perfiles de sensibilidad / resistencia de los 
distintos ATMs, tanto en tiempo como en espacio. Sin embargo la CIM continúa siendo un 
parámetro fundamental, sin cuyo conocimiento no tendríamos posibilidades de éxito en terapia 
antibacteriana. Tal es así que EUCAST como CLSI al establecer puntos de corte para interpretar 
los resultados de los estudios de sensibilidad, lo hacen a través de procedimientos que se 
fundamentan en el análisis de las CIM, así como en la aplicación de diferentes variables 
farmacocinéticas y farmacodinámicas que permiten relacionar los resultados del antibiograma 
con la respuesta clínica a un determinado ATM (Cuenca-Estrella, et al., 2013; Esparza et al., 
2014; Canut & Martínez-Martínez, 2014). A continuación se analizan los valores de CIM 
obtenidos para cada ATM en relación a los puntos de corte de CLSI y EUCAST como así 
también a otros valores ya reportados para idénticos ATM frente a S. aureus.
Para el caso de penicilina, si bien manifestó sensibilidad en el 95,65 % de las cepas de S. 
aureus, fue resistida por el 4,35 % de ellas, las que no se inhibieron a ninguna de las 
concentraciones aplicadas. Se observó un alejamiento de su CIM90 (< 4,00 |ig/ml) en relación al 
valor de CIM50 (< 0,125 |ig/ml), lo cual sustentaría la tendencia a la resistencia. Confrontando los 
puntos de corte clínicos propuestos por EUCAST (2015) y CLSI (2013) con la CIM90 de 
penicilina se pudo observar una resistencia del 45,65 % y 32,61 %, respectivamente. También fue 
superior al punto de corte epidemiológico sugerido por EUCAST. Salvando la diversidad de 
métodos empleados, estos valores se asemejan a los porcentajes de resistencia a penicilina 
hallados en Uruguay (39,1 % de aislamientos de S. aureus obtenidos de casos subclínicos y 36 % 
de casos clínicos) y en México (44,7 %) según lo reportado por Gianneechini et al. (2014) y 
López-Vázquez et al. (2015), respectivamente. Fueron superiores a reportes de Nueva Zelanda 
(28 %), Polonia (23,6 %), Colombia (23,2 %) y la Península Ibérica (30,4%) (McDougall et al., 
2014; Szweda et al., 2014; Barrera et al., 2015; Ortega et al., 2017); e inferiores a resistencias 
valoradas en Italia (69,1 %), Portugal (66,7 %) y Turquía (45,5 %) (Moroni et al., 2006; Nunes et 
al, 2007; Aslanta§ & Demir, 2016).
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Es importante destacar la llamativa variabilidad de tasas de resistencia a penicilina, 
condicionada tanto por espacio y tiempo en que hayan sido informadas. Esto se comprenderá 
mejor si a los ejemplos antes referenciados, se les suma reportes como el de Gutiérrez et al. 
(2015) desde Venezuela con el 100 % de las cepas inhibidas (0 % de resistencia) o el de Thomas 
et al. (2015) que informaron una resistencia del 36 % para Europa, alcanzada en ocho países que 
oscilaron entre el 11,9 y 65,8 %. La menor resistencia se registró en Alemania, Bélgica y los 
Países Bajos, y la más alta en Irlanda, la República Checa e Italia. Situación similar de 
variabilidad de resistencias ya había sido informada en 2002 por San Martín et al. para distintas 
regiones de Chile (entre el 26,7 al 50,8 %).
La amplia resistencia de los S. aureus a la penicilina G se debe a diferentes mecanismos 
como lo son la hiperproducción de P-lactamasa, la modificación de las proteínas de unión a las 
penicilinas y la resistencia intrínseca a meticilina, por incorporación a su genoma del gen mecA, 
constituyéndose una problemática importante el aumento sostenido de S. aureus resistente a la 
meticilina (SARM) (Szweda et al., 2014; López-Vázquez et al., 2015; Aslanta§ & Demir, 2016). 
Modelo de esto, es lo informado por Gianneechini et al. (2014), de cuya investigación se 
desprendió que el 1 0 0  % de los aislamientos de S. aureus resistentes a penicilina eran productores 
de la enzima P-lactamasa. Esto constituye un alerta epidemiológica a nivel mundial ya que las 
tasas de curación en los casos de mastitis causada por cepas de S. aureus resistentes a la 
penicilina parecen ser inferiores a las de los casos de mastitis causada por cepas susceptibles a la 
penicilina (López-Vázquez et al., 2015; Pyorala, 2016; Song et al., 2016).
El resto de los ATMs fueron capaces de inhibir todas las cepas de S. aureus a las distintas 
concentraciones empleadas. La oxitetraciclina manifestó una CIM90 (< 0,5 |ig/ml) por debajo de 
los puntos de cortes clínicos y epidemiológicos por CLSI (2013) y EUCAST (2015). Igual 
inhibición de todas las cepas empleadas fue el resultado obtenido por McDougall et al. (2014). 
Sin embargo, ya en 2002 San Martín et al. y Yoshimura et al. reportaron valores superiores de 
CIM50 y CIM90 a las aquí logrados (2,0 |ig/ml y 4,0 ng/ml; 0,78 |ig/ml y 1,56 ng/ml, 
respectivamente). En 2007, Nunes et al. en Portugal, obtuvieron idéntico valor de CIM50 (0,125 
|ig/ml), menor CIM90 (0,25 |ig/ml). San Martín et al. (2002), Nunes et al. (2007) y Thomas et al. 
(2015) además informaron resistencias a oxitetraciclina entre el 5,7 al 15,9 %, 3,3% y 58,8 %, 
respectivamente.
La cloxacilina no demostró resistencia en coincidencia con lo obtenido por Moroni et al.
(2006), McDougall et al. (2014) y Thomas et al. (2015). De hecho, tuvo un alto número de cepas
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inhibidas a diluciones bajas. No obstante, si bien su CIM90 fue inferior al punto de corte clínicos 
de CLSI (2,2 %), fue superior al epidemiológico de EUCAST. Aun cuando suele ser el ATM 
primero en elección frente a cepas de S. aureus betalactamasa positivas (Pyórálá, 2016), se 
conocen registros de resistencia (San Martin et al., 2002; Martínez Pacheco et al., 2015).
La tilosina no expresó resistencia al igual que a lo conseguido por McDougall et al.
(2014), contando con un alto número de cepas inhibidas a diluciones bajas. Su CIM90 se mantuvo 
por debajo de los puntos de cortes clínicos y epidemiológicos por CLSI (2013) y EUCAST
(2015). Cabe acotar que tilosina no es un ATM comúnmente empleado en mastitis bovina a S. 
aureus, sin embargo fue uno de los ATMs seleccionados para la experimentación ya que al ser 
utilizado en el tratamiento de otras enfermedades como la neumonía, se pretendió ver el grado de 
resistencia que podría estar generando sobre las cepas regionales de S. aureus, como se está 
manifestando en otros microorganismos (González-Hein et al., 2013; Barberio et al., 2016; 
Heuvelink et al., 2016).
La gentamicina manifestó la existencia de al menos dos subpoblaciones con diferente 
sensibilidad pero logró inhibir todas las cepas de S. aureus al igual que lo informado por Nunes et 
al. (2007), Gianneechini et al., (2014) y Aslanta§ & Demir (2016). Su CIM90 si bien fue superior 
al punto de corte clínico de EUCAST con una resistencia del 12,5 %, fue inferior respecto del 
punto de corte clínico de CLSI y del epidemiológico de EUCAST. Ya en 2002, Yoshimura et al y 
San Martin et al. reportaban resistencia a gentamicina del 3,9 % y entre el 1,4 al 20 %, 
respectivamente. López-Vázquez et al. (2015) también notificaron 2,3 % de resistencia.
La ampicilina sostuvo una población salvaje sensible a bajas diluciones y subpoblaciones 
que podrían contar con cierta resistencia adquirida para las que se necesitó de diluciones más 
altas para su inhibición. Aval de esta tendencia a la resistencia fue el alejamiento existente entre 
su CIM90 (< 4,00 |ig/ml) y CIM50 (< 0,032 |ig/ml). La CIM90 de ampicilina fue superior a los 
puntos de corte clínicos de EUCAST y CLSI, denotando una resistencia del 37 % respecto de 
ambos casos, como así también fue superior al punto de corte epidemiológico propuesto por 
EUCAST.
La variabilidad de tasas de resistencia a ampicilina es amplia, estando el valor encontrado 
en este trabajo (37 %) incluido en ese rango. En el 2002 San Martin et al.reportaron resistencia a 
ampicilina del 23,3 al 52,3 %. En el 2014 Gianneechini et al. informaron valores del 39,1 % en 
aislamientos de S. aureus obtenidos de casos subclínicos y del 36 % de casos clínicos. También 
lo hicieron López-Vázquez et al. (2015) en México (50,6 %); Barrera et al. (2015) en Colombia
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(23,2 %); McDougall et al. (2014) en Nueva Zelanda (27 %); Szweda et al., (2014) en Polonia 
(22,8 %); Aslanta§ & Demir (2016) en Turquía (39,3 %). La resistencia más elevada fue 
encontrada por Moroni et al. (2006) para Italia (98,5 %).
A pesar de que el número de cepas empleadas fue insuficiente para proponer un punto de 
corte de CIM que diferencie cepas bacterianas salvajes (sin adquisición de resistencia) de las 
resistentes, las CIM90 de penicilina, ampicilina y cloxacilina fueron superiores al punto de corte 
epidemiológico según EUCAST. Si bien esto no fue indicativo de resistencia, expresó una 
sensibilidad acotada, la cual deberá ser tenida en cuenta desde el punto de la vigilancia 
epidemiológica.
La mastitis es una enfermedad prevalente en la vaca lactante que requiere intervenciones 
rápidas. Toda la vida productiva del ganado lechero está expuesta a los ATMs ya sea terapéutica 
o profilácticamente, logrando que crezca la resistencia. A nivel mundial existe una tendencia 
ascendente de valores de CIM de agentes antimicrobianos convencionales (Gianneechini et al., 
2014; McDougall et al., 2014; Szweda et al., 2014; Aslanta§ & Demir 2016; Pyorala, 2016; 
Ortega et al., 2017), y simultáneamente se sucede una marcada disminución en el desarrollo de 
nuevos ATMs por parte de la industria farmacéutica (Alós, 2015). Esto hace que la elección de 
antibióticos eficaces sea cada vez más limitada (Heuvelink et al., 2016).
El desarrollo de resistencia es un proceso evolutivo y adaptativo de los microorganismos, 
por lo cual inevitablemente, no solo está presente, sino que va aumentando con el paso del tiempo 
y variando de una región a otra. Con el fin de utilizar prudentemente los agentes antimicrobianos 
será de vital importancia mantener el control periódico de los niveles de sensibilidad a distintos 
ATMs y la vigilancia de la aparición de resistencia, tanto en el tiempo como en el espacio 
geográfico (Martínez Pacheco et al., 2015). Esto se destaca como una herramienta clave para 
optimizar la terapia farmacológica veterinaria, permitiendo en situaciones de emergencia ayudar 
a proporcionar una terapia empírica racional para salvar las vidas de los animales enfermos y 
asegurar su bienestar.
Será categórico asumir que el éxito de que los microorganismos patógenos no se vuelvan 
multirresistentes, dependerá de todos los actores de la sociedad. Más aún si se tiene en cuenta que 
siempre termina repercutiendo en el ser humano debido a la transmisión de genes de resistencia. 
En esta realidad el médico veterinario es una pieza clave a la hora de contribuir con acciones 
como la elaboración de registros de cada establecimiento, en el que conste los medicamentos y la 
posología empleada, permitiendo establecer patrones de rotación de fármacos en las distintas
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zonas y la permanente educación del personal a cargo de los animales respecto de la importancia 
de trabajar en conjunto y así de esta manera extender el período de susceptibilidad de los ATMs 
en las distintas regiones. Será necesario a futuro, la determinación de puntos de corte clínicos 
específicos para S. aureus de la región, la normalización de los métodos para determinar los 
valores de CIM, así como estudios moleculares (PCR) para la detección de mecanismos de 
resistencia a antimicrobianos en S. aureus. El conocimiento de los mecanismos moleculares de 
resistencia, permitirá hacer modificaciones farmacológicas para recuperar la sensibilidad de los 
antibacterianos y con ello contrarrestar la ineficacia producto del desarrollo de resistencia 
(Martínez Pacheco et al., 2013).
V.5. Bacterias ácido lácticas y péptidos antim icrobianos. Susceptibilidad de los S. 
aureus regionales frente a los péptidos antim icrobianos en com paración con los 
antimicrobianos
Del potencial de las bacteriocinas para modificar y controlar los ecosistemas microbianos 
derivó el objetivo principal de este trabajo, que fue cuantificar la actividad antibacteriana in vitro 
de las bacteriocinas procedentes de bacterias ácido lácticas (BAL), frente a cepas de S. aureus 
causantes de mastitis bovina. Los procedimientos que se fueron aplicando a lo largo de la 
investigación tuvieron que ver con metodologías inherentes a la identificación de bacteriocinas y 
sus microorganismos productores (Schanzenbach, 2005; Trivedi et al., 2014; Noda et al., 2015; 
Oliveira et al., 2017). Es así que partiendo de 133 muestras de leche se aislaron 54 cepas de BAL 
y se elaboraron sus ELC. De estas, fueron seleccionadas cuatro cepas (aislamientos 81, 59, 90 y 
108) cuyos ELC sostuvieron accionar antimicrobiano frente a S. aureus. La pérdida de esta 
actividad luego del tratamiento con proteinasa K, dejó de manifiesto su carácter proteico. A 
través de tratamientos térmicos a distintos pH, también quedó demostrado el carácter 
termorresistentes de las sustancias en los cuatro casos (Schanzenbach, 2005).
Las identificaciones genotípicas de los aislamientos bacterianos se consiguieron mediante 
amplificación y secuenciación del gen marcador molecular 16S ARNr. Esta técnica también fue 
empleada por García et al. (2016) en la identificación de BAL predominantes en subproductos 
del procesamiento de pulpa de fruta y por Oliveira et al. (2017) que aislaron de heces de ratones 
una cepa de Lactobacillus rhamnosus L156.4. El aislamiento 81 respondió a L. rhamnosus, el 59 
y 108 fueron identificados como L. brevis, y el 90 como E. faecium. Las tres BAL son de 
conocido accionar probiótico. Numerosos trabajos respaldan que la administración de estos
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microorganismos vivos en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud en el 
huésped (Moreira Da Silva et al., 2013; Fukao et al., 2013; M endoza  et al., 2014; Swain et al., 
2014; Cruchet et al., 2015; Galeano et al., 2016; García et al., 2016; Petrova et al., 2016; Sha et 
al., 2016; Tytgat et al., 2016).
BAL como las aquí identificadas, se aplican cada vez más, en distintos aspectos de la 
producción animal y su uso se ha convertido en objeto de estudio tanto en la industria alimenticia 
como farmacológica, cobrando cada día mayor interés (Laulund et al., 2017; Vimont et a l, 
2017). El desarrollo de este tipo de producto en el campo farmacológico obedece mayormente a 
la necesidad de sustituir el empleo de antibióticos convencionales en la eliminación de 
microorganismos patógenos, mantener un buen balance en la microbiota del tracto 
gastrointestinal, reduciendo así enfermedades gastrointestinales frecuentes y modular el sistema 
inmunitario (Dimitrijevic et al., 2009; García Hernández & Pérez Sánchez, 2015).
Los PAs se identificaron por espectrometría de masa y posterior ingreso de las secuencias 
a la base de datos NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) tal como lo hicieron Sahoo et al. 
(2015) y Oliveira et al. (2017). El péptido 81 fue el único que presentó una identidad compatible 
(100 %) con bacteriocina, en este caso coincidente con Rhamnosin A. Se sabe que esta 
bacteriocina es de clase II, caracterizándose por ser un péptido pequeño, estable al calor, digerible 
por enzimas proteolíticas (como presentes en el tracto gastrointestinal), de punto isoeléctrico 
altamente básico, sugestivo de una topografía de superficie catiónica y que contiene 
nonlanthionina (Dimitrijevic et al., 2009). Similar respuesta antimicrobiana del péptido 81 frente 
a S. aureus, fue obtenida por Jeong & Moon (2015), a partir de la bacteriocina Rhamnocin 519 
producida por L. rhamnosus CJNU 0519. Esta bacteriocina sostuvo además, accionar 
antimicrobiano sobre L. acidophilus y Listeria monocytogenes. También Oliveira et al. (2017) 
demostraron el accionar antimicrobiano de una bacteriocina producida por L. rhamnosus L156.4 
frente a S. aureus como así también E. coli enteropatógena, Bacillus cereus, Listeria 
monocytogenes y otras bacterias Gram positivas y Gram negativas. Esto sugeriría que el accionar 
de la bacteriocina en estudio podría extenderse también sobre otros microorganismos. Lin et al., 
(2015) si bien no identificaron la bacteriocina producida por L. rhamnosus HN001, comprobaron 
la capacidad de inhibición del crecimiento y la formación de biofilm de Streptococcus mutans, al 
ser tratados por sobrenadantes de esta cepa. Dentro de los últimos avances ha sido patentada una 
bacteriocina producida por la cepa de L. rhamnosus KO1. Esta bacteriocina tiene alta resistencia
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al calor, amplio espectro antimicrobiano y es menos probable que produzca microorganismos 
resistentes (Nikawa, 2016).
Si bien los otros tres péptidos no manifestaron una identidad compatible con bacteriocina, 
sí lo hicieron con proteínas relacionadas a la biosíntesis de bacteriocinas (Noda et al., 2015). Los 
resultados obtenidos arrojaron que el péptido 59 (identidad del 100 %) respondió a la proteína de 
inmunidad a bacteriocina Brevicin 174A, la que ha sido reportada por Noda et al. (2015) como un 
factor de auto-resistencia del L. brevis. Este no sería un caso aislado ya que existen otros reportes 
de péptidos que actúan como factores de inmunidad que se generan simultáneamente con las 
bacteriocinas (Wang et al., 2013; Kristiansen et al., 2016; Ghequire et al., 2017). Las BAL 
productoras de bacteriocinas poseen en el mismo operón del gen de la bacteriocina, un gen que 
codifica para la proteína de inmunidad, la cual cumple con la función de proteger a la misma 
BAL productora de su bacteriocina (Kristiansen et al., 2016). Si bien en este trabajo no fue 
detectada la bacteriocina Brevicin 174A, es de esperar que su producción se dé en simultáneo con 
la proteína de inmunidad. Se sabe que el L. brevis da origen a dos polipéptidos designados 
Brevicin 174A-P y 174A-y. Aunque cada polipéptido muestra individualmente un efecto 
antibacteriano, la capacidad se incrementa 1 0 0  veces mezclando ambos polipéptidos en una 
proporción de 1: 1. Esta mezcla incluso ha logrado inhibir el crecimiento de algunas bacterias 
patógenas a concentraciones más bajas que cuando se utiliza Nisina A. Brevicin 174A inhibe el 
crecimiento de S. aureus entre otros patógenos (Listeria monocytogenes, Streptococcus mutans), 
es termorresistente y se anula la actividad antibacteriana cuando es tratada con proteinasa K 
(Noda et al., 2015).
El péptido 90 alineó en un 57 % con una proteína asociada a bacteriocina de E. faecium, 
sosteniendo una identidad del 85 %. Se conoce que existen seis genes implicados en la 
patogenicidad de los enterococos que codifican para bacteriocina, y otras proteínas asociadas a la 
bacteriocina como pueden ser adhesina de pared celular, la citolisina y la gelatinasa. Es de 
destacar que los enterococos son conocidos por producir ácidos orgánicos y bacteriocinas 
múltiples (Nes et al., 2007). Sin embargo no todas las cepas codifican para las mismas proteínas. 
Vimont et al. (2017), compara a E. faecium  L50, poseedor de una adhesina de pared celular 
(efaAfm) y una feromona sexual, con E. faecium  SF6 8  y E. faecium  LCW 44, los cuales no 
contienen los genes de virulencia probados o el gen para la sustancia de agregación. Esto tornaría 
a estas dos últimas cepas en buenos candidatos para el uso de probióticos en animales o seres 
humanos, aunque se espera que los mecanismos de conjugación estén limitados por la ausencia
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de sustancias de agregación. También informaron que E. faecium  LCW 44 además de producir 
bacteriocinas podría liberar otras sustancias antimicrobianas contra Listeria. Aspri et al. (2017), a 
partir de leche de burro, aislaron tres cepas de Enterococcus faecium  que mostraron actividad 
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus. El 
análisis de espectrometría de masas demostró que los PAs respondieron a enterocinas A y B. Al 
igual que en este estudio, los ELC de los enterococos productores de bacteriocinas fueron activos 
en una amplia gama de tratamientos de pH y calor, lo que los torna en excelentes candidatos para 
aplicaciones potenciales en bio-preservación.
El péptido 108 sostuvo una identidad probable del 58 % con el péptido ABC transportador 
de escisión / exportación de bacteriocina de L. brevis. La mayoría de las bacteriocinas producidas 
por BAL se sintetizan inicialmente como pre-péptidos con una extensión N-terminal (péptidos 
líderes). Generalmente, los péptidos precursores que contienen un líder tipo doble de glicina son 
procesados por un transportador ABC (ATP-binding cassette). El transportador ABC y una 
proteína accesoria conducen a la escisión de pre-péptido inactivo con la exportación 
concomitante del péptido maduro a través de la membrana citoplasmática (Pal & Srivastava, 
2015).
La existencia de accionar inhibitorio del crecimiento microbiano por parte de las muestras 
que contenían estos 3 últimos PAs, amerita futuras experimentaciones que permitan detectar las 
sustancias causantes de tal acción, ya sean del tipo bacteriocinas u otros PAs como ya han sido 
informados para esas BAL (Trivedi et al., 2014; Gautam et al., 2014; Vasilchenko et al., 2016; 
Geldart & Kaznessis, 2017).
En lo que respecta a los patrones de inhibición del crecimiento bacteriano de los péptidos, 
se comprobó la incapacidad de inhibición de los mismos en el 50 % y el 90 % de la población 
bacteriana (CIM50 y CIM90, respectivamente) como sí lo habían logrados los ATMs, por lo que 
fueron calculadas las CIM35 (35 % de inhibición si fue conseguido por todos los péptidos). Las 
CIM35 de los cuatro péptidos fueron superiores a las CIM35 y CIM50 de los ATMs probados. La 
CIM35 de los péptidos 59 (< 1,294 |ig/ml) y 90 (< 1,930 |ig/ml) fueron inferiores a las CIM90 de 
gentamicina (< 2,00 |ig/ml), ampicilina (< 4,00 |ig/ml) y penicilina (< 4,00 |ig/ml), la del péptido 
108 (< 3,613 |ig/ml) sólo fue inferior a la de ampicilina y penicilina y la del péptido 81 (< 4,100 
|ig/ml) fue superior a la de todos los ATMs.
Aun cuando los péptidos en ningún caso lograron una inhibición del crecimiento del 100 
%, para los casos del 59, 90 y 108 alcanzaron un porcentaje mayor de inhibición respecto del 81
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que sólo logró inhibir un 36,96 %. Un detalle importante a tener en cuenta es que del total de 
cepas de S. aureus (46), las dos que fueron resistentes a penicilina, se inhibieron ante los cuatro 
péptidos.
Según lo expuesto, la capacidad antimicrobiana de los péptidos es considerablemente 
inferior que la de los ATMs convencionales. No obstante, el sostenido aumento de la resistencia y 
su propagación despiertan interés para su estudio (Justiniano Mejía & Mejía Delgado, 2013; 
Premkumar, 2016). En este sentido, a nivel mundial existen reportes del accionar antimicrobiano 
a través de mediciones de CIM individuales de péptidos, combinados con otros péptidos, ATMs u 
otras moléculas buscando probables sinergismos (Ebbensgaard et al., 2015; Heckler, 2015; 
Chaudhari et al., 2016; Fuscaldi et al., 2016; Miyoshi et al., 2016).
También se reportan hidrolisis in vitro de proteínas alimentarias de origen animal (leche, 
huevo y algunas especies marinas de peces) o de hidrolizados limitados proteicos de origen 
vegetal (soya y maíz), desde los cuales se han aislado PAs (Acevedo Fernández et al., 2013). Un 
ejemplo de ello lo constituyen Borjórquez-Balam, et al. (2013) que evaluaron in vitro la actividad 
antimicrobiana de fracciones peptídicas < 1 0  kDa de hidrolizados proteínicos de frijol lima 
(Phaseolus lunatus) contra los microorganismos S. aureus (Gram positivo) y Shigella flexneri 
(Gram negativo). Todas estas estrategias ayudarán al desarrollo de nuevos agentes 
antimicrobianos.
Tal como se expresó anteriormente, sólo el ELC 81 demostró la presencia de una 
bacteriocina y en los tres casos restantes las técnicas empleadas no lo consiguieron. No obstante, 
sí lo hicieron con proteínas relacionadas a la biosíntesis de bacteriocinas, cuyas presencias se 
suponen concomitantes con la de las bacteriocinas. Ya que las fortalezas de los PAs radican en su 
amplio espectro de actividad bactericida, rápida acción y baja tendencia para desarrollar 
resistencia (Tonarelli & Simonetta, 2014), el hecho de haber manifestado actividad 
antimicrobiana por parte de los ELC, implicaría a futuro, estudios más exhaustivos que conlleven 
a una identidad más precisa de los péptidos causantes de la inhibición microbiana. Si se 
comparan los PAs con los ATMs, estos poseen escasa selectividad, reducida actividad en 
presencia de sales y de cationes divalentes, son sensibles a los cambios de pH, a las proteasas y a 
otros componentes plasmáticos. En función de estas limitantes existe la necesidad de proyectar 
alternativas, para que puedan ser utilizados como agentes terapéuticos sistémicos.
Normalmente, una vez identificado un péptido natural activo, se suele generar alguna 
modificación en la secuencia del mismo para conseguir una mayor eficacia. Actualmente el
104
diseño de moléculas se piensa en función de conseguir la mayor especificidad posible hacia 
componentes de las membranas de células procariotas pero a la vez con mínima toxicidad hacia 
las membranas eucariotas; además de tratar de lograr que sea lo más estable posible frente a 
distintas variables (Sánchez, 2016).
La incorporación de técnicas de espectrometría de masas han resultado ser de mucha 
utilidad para el secuenciamiento de estos péptidos (Sahoo et al., 2015; Oliveira et al., 2017). El 
conocimiento de la secuencia de aminoácidos de PAs permitirá a futuro, realizar su síntesis 
química y disponer de cantidades superiores de esta proteína y así concretar los estudios 
indispensables para su completo conocimiento. Por ejemplo, lograr concentraciones adecuadas 
para poder efectuar la CIM50 y CIM90 y hacer un valoramiento certero respecto de los ATMs 
conocidos, evaluar el grado de sinergia que se puede establecer al combinarlos con otros ATMs, 
además de proyectar probables modificaciones en la molécula para mejorar su eficacia de acción 
como lo es su habilidad para destruir bacterias multirresistentes. Por lo tanto comprender las 
relaciones que existen entre la estructura y la actividad de los PAs es esencial para el diseño y el 
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos, con mejores propiedades.
Este trabajo ha aportado los primeros datos departamentales inherentes a las IIM a S. 
aureus (salud animal, prevalencia de mastitis, etc.). También ha permitido identificar las cepas de
S. aureus representantes de la región y describir la actividad de los ATMs y los PAs frente a estas 
cepas. Desde el punto de vista epidemiológico, el análisis de distribución de las cepas inhibidas 
dejó expuesto que existiría resistencia variable a distintos ATMs. Será categórico entonces que 
los resultados obtenidos, se constituyan en una base para el seguimiento de la resistencia a estos 
agentes en la región y en el tiempo, generando patrones de resistencia representativos. Pruebas in 
vitro de susceptibilidad como las aquí concretadas, si bien no se corresponden necesariamente 
con las respuestas in vivo, sumados a futuros trabajos farmacocinéticos permitirán adecuar los 
ajustes posológicos correctos para que la terapia con ATM sea eficaz en el animal. Pero también, 
el análisis de la eficacia in vitro de PAs marca un comienzo en la prueba de ensayos de terapias 
alternativas que puedan favorecer al control de la mastitis bovina ocasionada por S. aureus, 
tendiendo a una disminución paulatina del uso de ATMs.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES
• El 5,9 % de las vacas presentaron signos clínicos de IIM en al menos uno de los cuartos y 
el 63 % de los RCS fueron superiores al punto de corte de 200.000 cél/ml. La prevalencia de 
mastitis causada por S. aureus en vacas en período de lactancia en el departamento Río segundo, 
Córdoba, fue del 11,8 % (4,1 % y 7,7 %, mastitis clínica y subclínica, respectivamente).
• De la categorización de los tambos surge que a mejores condiciones generales, hubo 
mayor producción lechera, menor exposición de factores de riesgo y por ende menor prevalencia 
específica de IIM por S. aureus.
• Sólo tres tambos se correspondieron a la categoría de “precarios” siendo los responsables 
del aporte del 47,6 % de los casos de mastitis por S. aureus. Los factores predisponentes a la 
presencia de mastitis se manifestaron prioritariamente en estos tambos.
• Tanto a nivel departamental (76,3 %) como en cada categoría de tambos, el factor de 
riesgo de mastitis que se presentó con mayor proporción fue el no apartar vacas con mastitis 
clínica de las líneas de ordeño, priorizándose así alcanzar un determinado caudal de producción 
en detrimento de la calidad de la leche y la salud animal. Le siguió en jerarquía de proporción, la 
inexistencia de un orden de ingreso de los animales a la sala de ordeño en un mismo rodeo.
• En la totalidad de los tambos precarios, además, no se empleaba CMT para mastitis 
subclínica, el personal no contaba con la capacitación técnica, ni usaban guantes en el ordeño y 
los cambios de pezoneras no seguían las indicaciones del fabricante. El resto de los factores 
predisponentes de mastitis se sostuvieron para estos tambos en el orden del 66,7 %. El riesgo de 
presentar IMM a S. aureus en los tambos precarios fue 4,9 veces mayor respecto a los animales 
del resto de los tambos, siendo el 37,9 % de su prevalencia atribuible específicamente a las 
condiciones de precariedad.
• Las vacas que se ordeñaban manualmente demostraron tener 12,17 más probabilidades de 
presentar IIM por S. aureus respecto a aquellas ordeñadas mecánicamente, siendo este el factor
de riesgo con mayor asociación significativa (p < 0,05), independientemente de la categorización 
de tambos.
• De la evaluación de las asociaciones entre los factores de riesgo con la presencia de IIM 
por S. aureus, mediante un modelo mixto lineal generalizado (intercepción aleatoria: “tambo 
muestreado”), se concluye que la pertenencia del individuo a un tambo con ordeño manual tiene 
6,95 más probabilidades de presentar una IIM a S. aureus y triplica las posibilidades cuando el 
personal del tambo no está capacitado.
• Existe la necesidad de sostener medidas de manejo de los rodeos y de planificar 
estrategias tanto para la detección a tiempo, como para el control de los factores de riesgo lo que 
se traducirá en ubres sanas y calidad de producción lechera.
• Cada uno de los seis ATMs que se utilizaron en este trabajo, sostuvo patrones de 
susceptibilidad / resistencia particulares. La oxitetraciclina consiguió la inhibición del 100 % de 
las cepas de S. aureus a diluciones más bajas, seguido por tilosina y gentamicina. A una 
concentración mayor lo hizo cloxacilina y ampicilina, no consiguiéndolo penicilina, al menos, en 
el rango de diluciones empleado.
• De la confrontación de las diluciones máximas necesarias para la inhibición total del 
crecimiento microbiano con los puntos de corte clínico de CLSI surge que el 100 % de las cepas 
de S. aureus se inhibieron ante oxitetraciclina, gentamicina y tilosina en valores de concentración 
inferiores a los puntos de corte indicativos de resistencia. Sin embargo, para gentamicina y 
tilosina hubo un 4 % y 13 %, respectivamente, de cepas que lo hicieron en valores de 
concentración intermedios entre los puntos de corte de sensibilidad y resistencia. Manifestaron 
resistencia ante cloxacilina (2,2 %), ampicilina (37 %) y penicilina (46 %).
• La oxitetraciclina, gentamicina, tilosina, ampicilina y penicilina demostraron resistencia 
(2,2 %, 13 %, 9 %, 37 % y 46 %, respectivamente) con respecto a los puntos de corte clínicos de 
EUCAST (2015). Los seis ATMs manifestaron resistencia con respecto a los puntos de corte 
epidemiológicos EUCAST (2015), siendo penicilina la que obtuvo la mayor proporción (46 %).
• La penicilina fue incapaz de inhibir al 4,35 % de las cepas de S. aureus. Respecto de los 
puntos de corte clínicos propuestos por EUCAST (2015) y CLSI (2013) reveló una resistencia del 
45,65 % y 32,61 %, respectivamente, y también fue superior al punto de corte epidemiológico 
(EUCAST).
• La oxitetraciclina manifestó una CIM90 por debajo de los puntos de cortes clínicos y 
epidemiológicos por CLSI (2013) y EUCAST (2015).
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• La cloxacilina tuvo un alto número de cepas inhibidas a diluciones bajas. Su CIM90 fue 
inferior al punto de corte clínicos de CLSI, sin embargo fue superior al epidemiológico 
(EUCAST).
• La tilosina tuvo un alto número de cepas inhibidas a diluciones bajas. Su CIM90 se 
mantuvo por debajo de los puntos de cortes clínicos y epidemiológicos por CLSI (2013) y 
EUCAST (2015).
• La gentamicina logró inhibir todas las cepas de S. aureus pero manifestó la existencia de 
al menos dos subpoblaciones con diferente sensibilidad. Su CIM90 fue superior al punto de corte 
clínico de EUCAST (resistencia del 12,5 %) e inferior respecto del punto de corte clínico de 
CLSI y del epidemiológico de EUCAST.
• La ampicilina sostuvo una población salvaje sensible a bajas diluciones y subpoblaciones 
que necesitaron de diluciones más altas para su inhibición. Un alejamiento entre su CIM90 y 
CIM50 sugirió una tendencia a la resistencia. Su CIM90 fue superior a los puntos de corte clínicos 
de EUCAST y CLSI, denotando una resistencia del 37 % respecto de ambos casos, como así 
también fue superior al punto de corte epidemiológico propuesto por EUCAST.
• Las CIM90 de penicilina, ampicilina y cloxacilina fueron superiores al punto de corte 
epidemiológico (EUCAST). Si bien no fue indicativo de resistencia, expresó una sensibilidad 
acotada.
• Pruebas in vitro de susceptibilidad como esta, sumados a futuros trabajos 
farmacocinéticos permitirán adecuar los ajustes posológicos correctos para que la terapia con 
ATM sea eficaz en el animal. Generar a futuro la determinación de puntos de corte clínicos 
específicos para S. aureus de la región, la normalización de los métodos para determinar los 
valores de CIM, así como estudios moleculares (PCR) para la detección de mecanismos de 
resistencia a antimicrobianos en S. aureus, permitirá hacer modificaciones farmacológicas para 
recuperar la sensibilidad de los antibacterianos y con ello contrarrestar la ineficacia producto del 
desarrollo de resistencia.
• Las identificaciones genotípicas de los cuatro aislamientos bacterianos respondieron a L. 
rhamnosus (aislamiento 81), L. brevis (aislamientos 59 y 108) y E. faecium  (aislamiento 90).
• El PA 81 fue el único que presentó una identidad compatible con la bacteriocina 
Rhamnosin A. Los otros tres PAs manifestaron una identidad compatible con proteínas 
relacionadas a la biosíntesis de bacteriocinas. El PA 59 respondió a la proteína de inmunidad a 
bacteriocina Brevicin 174A. El PA108 sostuvo una identidad compatible con el péptido ABC
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transportador de escisión / exportación de bacteriocina de L. brevis. El PA 90 alineó con una 
proteína asociada a bacteriocina de E. faecium.
• Los PAs demostraron incapacidad de inhibición del crecimiento en el 50 % y el 90 % de 
la población bacteriana. Las CIM35 de los cuatro PAs fueron superiores a las CIM35 y CIM50 de 
los ATMs probados. La CIM35 de los PAs 59 y 90 fueron inferiores a las CIM90 de gentamicina, 
ampicilina y penicilina; la del PA 108 sólo fue inferior a la de ampicilina y penicilina y la del PA 
81 fue superior a la de todos los ATMs. Los PAs 59, 90 y 108 alcanzaron un porcentaje mayor de 
inhibición respecto del 81. Las dos cepas de S. aureus que fueron resistentes a penicilina, se 
inhibieron ante los cuatro PAs.
• La manifestación de actividad antimicrobiana, implicaría a futuro, estudios más 
exhaustivos que conlleven el acercamiento a una identidad más precisa de los PAs.
• A pesar de las limitantes que puedan poseer los PAs, sus fortalezas ameritan su estudio 
para proyectarlos como alternativas de uso a los agentes terapéuticos tradicionales. Comprender 
las relaciones que existen entre la estructura y la actividad de los PAs es esencial para el diseño y 
el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos, con mejores propiedades.
• Los resultados aquí obtenidos han aportado los primeros datos departamentales inherentes 
a las IIM a S. aureus (salud animal, prevalencia de mastitis, etc.).
• Este trabajo ha permitido identificar las cepas de S. aureus representantes de la región y 
describir la actividad de los ATMs y los PAs frente a estas cepas.
• Los resultados de CIM logrados constituyen una base para el seguimiento de la resistencia 
a estos agentes en la región y en el tiempo, generando patrones de resistencia representativos.
• El análisis de la eficacia in vitro de PAs marca un comienzo en la prueba de ensayos de 
terapias alternativas que puedan favorecer al control de la mastitis bovina ocasionada por S. 
aureus, tendiendo a una disminución paulatina del uso de ATMs.
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CAPÍTULO VIII. ANEXOS
VIII.1. Selección de la población objeto de análisis para  la estimación de mastitis 
bovina en el departam ento Río Segundo, C órdoba (SENASA / EDeSA, 2012)
VIII.2. Localidades del departam ento Río Segundo desde donde se obtuvieron las 
m uestras de leche
Localidad Tambos Vacas en ordeño n muestreado
VILLA DEL ROSARIO 1 164 8
2 132 7
3 79 4
4 81 4
SANTIAGO TEM PLE 5 406 2 0
6 158 8
7 1 2 2 6
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LOS CHAÑARITOS 8 163 8
9 223 11
10 198 10
11 192 9
COSTA SACATE 12 119 6
CAPILLA DEL CARMEN 13 244 12
14 205 10
CALCHIN ESTACION 15 437 2 2
16 345 17
17 284 14
18 338 17
19 158 8
2 0 166 8
2 1 248 12
2 2 307 15
23 178 9
24 115 6
LUQUE 25 206 10
26 147 7
27 2 0 0 10
CARRILOBO 28 423 2 1
29 338 17
30 405 2 0
31 145 7
32 1 2 2 6
33 127 6
M ANFREDI 34 138 7
CALCHIN OESTE 35 206 10
36 166 8
LAS JUNTURAS 37 1 0 2 5
COLAZO 38 97 5
TOTAL 2.269 TOTAL 112
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VIII.3. ANOVA para  la producción láctea (l/día/animal). Diferencias entre las 
categorías de tambos valorados mediante Test de Tukey (p < 0,05)
Categorías M edia de producción D.E.
láctea (l/día/animal)
Precario 14,7 2 ,0 A
Regular 17,3 1,4 B
Bueno 23,0 1 ,6 C
Muy bueno 29,1 2,4 D
VIII.4. Recuento de las células somáticas de las m uestras de leche
VIII.5. M edida de los halos de los extractos libres de células de bacterias ácido 
lácticas, neutralizados y sin neutralizar
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ELCSN ELCN
Aislamientos de BAL (mm) (mm)
1 3,99 3,68
4 4,58 3,71
7 4,11 3,36
1 1 3,68 3,12
1 2 3,42 3,26
15 3,07 2,81
59 4,23 3,75
81 4,68 3,76
8 8 2,96 2,74
90 4,46 3,35
108 4,07 3,13
117 3,03 2,75
325 3,38 2,83
V III.6 .Prueba de inhibición del crecimiento antim icrobiano de los sobrenadantes 
resultados de la aplicación del método de adsorción-desorción y de los prim eros 
sobrenadantes descartados del proceso
Sobrenadante pos 
aplicación del método de 
adsorción-desorción Primer sobrenadante 
descartado del 
proceso
VIII.7. Geles de las electroforesis utilizados para  el cálculo de la concentración 
proteica de los péptidos antim icrobianos a través del program a Im ageJ
Las siguientes imágenes con formato TIFF corresponden a los geles de las electroforesis 
necesarias para el cálculo de la concentración proteica de las bandas de los PAs en estudio a 
través del programa ImageJ.
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V III.8 . Resultado de las alineaciones de los péptidos antim icrobianos con péptidos 
reportados en la base de datos del National Center for Biotechnology Inform ation
A continuación se observan las secuencias de cada uno de los PAs obtenidos en este 
trabajo, los péptidos con que han sido alineados y los resultados arrojados por la base de datos del 
National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
“Query cover” indica el porcentaje de cobertura por parte del péptido en estudio que cubre el 
alineamiento; “E value” representa el valor de significancia del resultado (mientras más cercano a 
0, más significativo. E value < 0,02, secuencias probablemente homologas; 0,02 < E value < 1, 
no se puede descartar homología; E value > 1, azar; https://www.youtube.com/watch7v— 
BQssCIeXJ8 ); e “Ident” hace referencia al porcentaje de identidad (igual o superior a 45 % es 
indicativo de similar estructura y probable similar función).
Secuencia del péptido 59: TTHVAmVAGAIALGYVT AQMITNVDKSK 
>BAU19437.1 brevicin 174A immunityprotein [Lactobacillus brevis]
Sequences produdng significant alignments:
Select: M  None Selected:Q
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¿ j Alignm ents D o w n lo a :  -- j ra p :~ . ¡ : ;  I . L h  :1 t 3 ¡ :n m e n t 0
Description
Max
score
Total
score
Query
cover
E
value
Ident A ccess ion
□  unnamed orotein oroduct 20.6 33.5 35% 0.001 100% Query_211933
ñ AIiqnments
® Download v  Graphics tn rtty r E  v a lu e T A  Descriptions
u nnam ed  p ro te in  p roduc t
S equence ID: Query 2 1 1 9 3 3  Length : 1 6 5  N u m b e ro f  M atches: 2
R e la t e d  In f o r m a t i o n
R a n g e  1 : 3 5  to  3 9  Graphics ▼ Next M atch L Previous Match
S co re  E xp e ct Id e n t it ie s P ositives Gaps
2 0 .6  b its (4 1 )  0 .0 0 1 5 /5 (1 0 0 % ) 5 /5 (1 0 0 % } 0 / 5 ( 0 % )
Q u e ry  2 9  M ITNV 24  
M ITNV 
S b jc t  35  M ITNV 39
R a n g e  2 : 7 1  to  7 5  Graphics Y  N e x t M atch A  Previous Match ¿  R rs t Match
S co re  E xp e ct Id e n t it ie s P ositives Gaps
1 2 .9  b its (2 3 }  0 .4 6 4 /5 ( 8 0 % ) 4 /5 ( 8 0 % ) 0 / 5 ( 0 % )
Q u e ry  14  QYVTfl 18  
GY TA 
S b jc t  7 1  GYSTA 75
Secuencia del péptido 81: AVPAVRKTNET
>P86526.1 RecName: Full=Bacteriocin rhamnosin A [Lactobacillus rhamnosus]
Sequences produdng significant alignments:
Select: A | N f lü  Selected:!
''Alignments ^Download v  GenPept Graphics Distancetree of results Múltiple aiiqnment Q
Description
Max Total Query E
Ident Accession
score score cover value
0  RecName: Full=Bacteriocin rhamnosin A [Lactobacillus rhamnosusi 36 7 36.7 100% 0.016 100% P86526.1
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Secuencia del péptido 90: NPQTGEEIEIPASK
>WP_053001772.1 bacteriocin-associated protein [Enterococcus faecium ]
Secuencia del péptido 108: RRDEISDLQR RDEISDLQR
>WP_052256073.1 bacteriocin cleavage/export ABC transporter [Lactobacillus brevis]
VIII.9. Identificaciones genotípicas de las bacterias acido lácticas en la base de datos 
del National Center for Biotechnology Inform ation
A continuación se observan las secuencias de los genes 16S ARNr de cada una de las 
bacterias acido lácticas (81, 59, 90 y 108) y los resultados arrojados por la base de datos del 
National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
Además se pueden observar los alineamientos hechos por BLAST de nuestra secuencia pregunta 
(query) y la secuencia encontrada (subject). Estos alineamientos se presentan en un formato 
convencional de alineamiento pareado, mostrando además el porcentaje de identidad, el valor E 
del alineamiento, el número de gaps y el Score.
>59_16S
TGCAGTCAACGAGCTTCCGCATGAATGACGTGCTTGCACTGATTTTAACAATGAAGC 
GAGT GGCGAACT GGT GAGT AACACGT GGGAAATCT GCCCAGAAGCAGGGGAT AACA 
CTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAA 
AGGT GGCTTCGGCT ATCACTTCT GGAT GATCCCGC GGCGT ATTAGTT AGTTGGT GAG 
GT AAAGGCCCACCAAGACGAT GATACGT AGCCGACCTGAGAGGGT AAT CGGCCACA 
TTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCA 
CAAT GGACGAAAGTCTGAT GGAGCAAT GCCGCGT GAGT GAAGAAGGGTTTCGGCTC 
GTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACG 
GTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG 
GT GGCAAGCGTT GTCCGGATTT ATTGGGCGT AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAG 
TCTGAT GT GAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGT GCATCGGAAACT GGGAGACTT G 
AGT GCAGAAGAGGACAGTGGAACT CCAT GT GT AGCGGTGGAATGC GT AGAT AT ATG 
GAAGAAC ACCAGT GGC GAAGGC GGCTGTCTAGTCTGT AACT GAC GCT GAGGCT C GA 
AAGCAT GGGT AGCGAACAGGATT AGATACCCT GGTAGTCCAT GCCGT AAACGAT GA 
GTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT 
CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGCCCGCA 
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTAC
S eq u en ces  p ro d u d n g  s ig n ific a r rta l ig n m e n ts :
S e lect: A ll N one  Selected:1
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A lig nm en ts  @ jD ow n load  v  G en B an k G raph ics  D is ta nce  tree  o f resu lts  0
D escnp tion
Max
sco re
Tolal
sco re
Q uery
co ver
E
va lué
Ident A ccess ion
0 Lactobacillus brevis strain LD13H15S ríbosomal RNAaene. bartial seauence 1711 1711 100% 0.0 99% KP793173.1
□ Lactobacillus brevis strain Ub2H 16S ribosomal RNA aene. oartial seauence 1711 1711 100% 0.0 99% KP793167.1
□ Lactobacillus brevis strain T M W 12113. comolete aenome 1707 &526 100% 0.0 99% CP019750.1
□ Lactobacillus brevis strain TMW 12111. complete aenome 1707 8509 100% 0.0 99% CP019743.1
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Lactobacillus brevis strain Lb13H 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: KP793173.1Length: 1457Number of Matches: 1 
Related Information
Range 1: 1 to 939GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 
Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps
1711 bits(926) 0.0 936/940(99%) 3/940(0%)
Strand
Plus/Plus
Q u e r y  1 TGCAGTC-AACGAGCTTCCGCATGAATGACGTGCTTGCACTGATTTTAACAATGAAGCGA 5 9  
i i i i i i i  l l l l l l l l l l l l  i ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  1 TGCAGTCGAACGAGCTTCCG-TTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTTAACAATGAAGCGA 5 9
Q u e r y  6 0  GTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGA 1 1 9  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  6 0  GTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGA 1 1 9
Q u e r y  1 2  0 AACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTT 1 7 9  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  1 2  0 AACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTT 1 7 9
Q u e r y  1 8 0  CGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCAC 2 3 9  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  1 8 0  CGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCAC 2 3 9
Q u e r y  2 4  0 CAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 2 9 9  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  2 4  0 CAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 2 9 9
Q u e r y  3 0 0  GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG 3 5 9  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  3 0 0  GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG 3 5 9
Q u e r y  3 6 0  GAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGA 4 1 9  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  3 6 0  GAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGA 4 1 9
Q u e r y  4 2 0  ACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 4 7 9  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  
S b j c t  4 2  0 ACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 4 7 9
145
Q u e r y  4 8 0  TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 5 3 9  
i ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  4 8 0  TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 5 3 9
Q u e r y  5 4  0 AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAG 5 9 9  
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  5 4 0  AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAG 5 9 9
Q u e r y  6 0 0  TGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 6 5 9  
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  6 0 0  TGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 65  9
Q u e r y  6 6 0  TGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACT 7 1 9  
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  6 6 0  TGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACT 7 1 9
Q u e r y  7 2  0 GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 7 7 9  
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  7 2  0 GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 7 7 9
Q u e r y  7 8 0  GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT 8 3 9  
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  7 8 0  GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT 8 3 9
Q u e r y  8 4 0  TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC- GGGGC 8 9 8  
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! !
S b j c t  8 4  0 TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 8 9 9
Q u e r y  8 9 9  CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT TAATTCGAAGCTAC 9 3 8  
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  9 0 0  CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTAC 9 3 9
>81_16S
TGCAGTCGAGCAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGA 
GT GGCGAACTGGT GAGT AACACGTGGGAAACCT GCCCAGAAGCGGGGGAT AACACC 
TGGAAACAGAT GCT AAT ACCGCAT AACAACTTGGACCGCAT GGTCCGAGTTT GAAAG 
ATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGT 
AACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATT 
GGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACA
146
ATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGT
AAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGT
ATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTC
TGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGA
GT GCAGAAGAGGACAGT GGAACTCCAT GT GT AGCGGT GAAATGCGT AGAT AT AT GG
AAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA
AGT AT GGGT AGCAAACAGGATT AGAT ACCCT GGT AGTCCAT ACCGT AAACGAT GAAT
GCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGT GGAACAT GT GGTTT AATTTCGAAGCT ACCCGAAAAACCTTACCCAGGTCT
TGACATACTATGCAAAATCTTAAAAATTAAACGTTTCCCTTTCGGGGACATTGGATA
CCGGGGGGCAGGGGTTGT C
Sequences produring  significant alignments:
Select M  None Selected:1
: I  Alianments H  Download v  GenBank Graohlcs Distance tree of results 0
Description
Max
score
Total
score
Query
cover
E
value
Ident Accession
/  LactaQacillus rtiamnosus strain BFE5264. corrolete cenóme 1351 6727 51% 0.0 32% CP014201.1
("I Lactobacillus rtiamrosus strain a7416S nbosomal RNAoene. c a l al seouence 1351 1351 51% 0.0 32% KXG57555.1
I- ! Lactobacillus rtiamrosus strain CMGB-L1016S ibosomal RNA oene. oartisl seaiience 1349 1349 53% 0.0 32% MF348222.1
n  ________™  _________ _____, __________ _____________ . u n n n
Lactobacillus rhamnosus strain BFE5264, complete genome 
Sequence ID: CP014201.1Length: 3068152Number of Matches: 5 
Related Information
Range 1: 1706554 to 1707499GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 
Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps
1351 bits(731) 0.0 878/950(92%) 6/950(0%)
Q u e r y  2 0
Strand
Plus/Minus
TATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACA 7 9  
i i i i i i  í í í í í í í í í í í l  i i i i i i i  i i i i i  i i i i i i i i  I I  í í í í í í í í í í l  
S b j c t  1 7 0 7 4 9 9  TATTGAAGGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACA 1 7 0 7 4 4 0
Q u e r y  8 0  CGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATA 1 3 9
i i i i i i  i i i i i i i i i  i i i  i i i i i i i i i i i  i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  
S b j c t  1 7 0 7 4 3 9  CGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATA 1 7 0 7 3 8 0
147
Q u e r y  1 4 0 ACAACTTGGACCGCATGGTCC GAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGT 1 9 9
| ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  1 7 0 7 3 7 9  AATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGA 1 7 0 7 3 2 0
Q u e r y  2 0 0  CCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCG 2 5 9
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  1 7 0 7 3 1 9  CCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCG 1 7 0 7 2  60
Q u e r y  2 6 0  ACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGC 3 1 9
! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  1 7 0 7 2 5 9  AACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGC 1 7 0 7 2 0 0
Q u e r y  3 2  0 AGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA 3 7 9
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  1 7 0 7 1 9 9  AGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA 1 7 0 7 1 4 0
Q u e r y  3 8 0  GAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGT TAAAGAAGAACATATCTG-AGAGTAACTGT 4 3 8
! ! ! ! !  ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! !  ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  1 7 0 7 1 3 9  GAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAA-TGGTCGGCAGAGTAACTGT 1 7 0 7 0 8 1
Q u e r y  4 3 9 T - CAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG 4 9 7
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  1 7 0 7 0 8 0  TGCCGG-CGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG 1 7 0 7 0 2 2
Q u e r y  4 9 8  TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTT 5 5 7
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  1 7 0 7 0 2 1  TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTT 1 7 0 6 9 6 2
Q u e r y  5 5  8 TTTTAAGTCT GATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAA 6 1 7
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  1 7 0 6 9 6 1  TTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAA 1 7 0 6 9 0 2
Q u e r y  6 1 8  CTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATG 6 7 7
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  1 7 0 6 9 0 1  CTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATG 1 7 0 6 8 4 2
Q u e r y  6 7 8  GAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCT GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGT 7 3 7
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  1 7 0 6 8 4 1  GAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGC 1 7 0 6 7 8 2
Q u e r y  7 3 8  ATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATAC CGTAAACGATGAATGCTAAG 7 9 7
! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  !
148
S b j c t  1 7 0 6 7 8 1  ATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGG 1 7 0 6 7 2 2
Q u e r y  7 9 8  TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGA 8 5 7
i ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  1 7 0 6 7 2 1  TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGA 1 7 0 6 6 6 2
Q u e r y  8 5  8 GTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAACA 9 1 7
! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! !  M M M M M M M M M M M M M M M M M M M M M  | |
S b j c t  1 7 0 6 6 6 1  GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA 1 7 0 6 6 0 2
Q u e r y  9 1 8  TGTGGTTTAATTTCGAAGCTACCCGAAAAACCTTACCCAGGTCTTGACAT 9 6 7
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! !  | |  ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! !  ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
S b j c t  1 7 0 6 6 0 1  TGTGGTTTAATT-CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC-AGGTCTTGACAT 1 7 0 6 5 5 4
>90_16S
TGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGG
CGACGGGT GAGT AACACGTGGGTAACCT GCCCATCAGAAGGGGAT AACACTT GGAA
ACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCT
TTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG
CTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGAC
TGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGA
CGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAAC
TCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATG
TGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCA
GAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCA
Sequences produdng sign ificant al ignments:
Selecl: AH None Selected:1
J'AJianments Q  Download v  GenBank Graphics Distance tree of resulta 0
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0  Enterococcus faecium strain CAU:29616S ribosomal RNA aene. oartial seauence 1506 1506 100% 0.0 100% MF369869.1
□  Enterococcus faecium strain CAU:29516S ribosomal RNA aene. oartial seauence 1506 1506 100% 0.0 100% MF369863.1
□  Enterococcus faecium strain CAU:202 16S ribosomal RNA aene. oartial seauence 1506 1506 100% 0.0 100% MF369860.1
□  Enterococcus faecium strain CAU:19716S ribosomal RNA aene. oartial seauence 1506 1506 100% 0.0 100% MF369856.1
149
Enterococcus faecium  strain CAU: 296 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: MF369869.1Length: 1460Number of Matches: 1 
Related Information
Range 1: 19 to 833GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 
Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps Strand
1506 bits(815) 0 .0 815/815(100%) 0/815(0%) Plus/Plus
Q u e r y  1 TGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGA 6 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  1 9  TGCAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGA 7 8
Q u e r y  6 1  ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGT 1 2 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  7 9  ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGT 1 3 8
Q u e r y  1 2 1  GCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGT 1 8 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  1 3 9  GCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGT 1 9 8
Q u e r y  1 8 1  CGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCC 2 4 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  1 9 9  CGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCC 2 5 8
Q u e r y  2 4 1  ACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA 3 0 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  2 5  9 ACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA 3 1 8
Q u e r y  3 0 1  CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAAC 3 6 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  3 1 9  CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAAC 3 7 8
Q u e r y  3 6 1  GCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGA 4 2 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  3 7 9  GCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGA 4 3 8
Q u e r y  4 2 1  TGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC 4 8 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
150
S b j c t  4 3 9  TGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC 4 9 8
Q u e r y  4 8 1  CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA 5 4 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  
S b j c t  4 9 9  CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA 5 5 8
Q u e r y  5 4 1  GCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG 6 0 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  
S b j c t  5 5 9  GCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG 6 1 8
Q u e r y  6 0 1  GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATG 6 6 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  
S b j c t  6 1 9  GAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATG 6 7 8
Q u e r y  6 6 1  CGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG 7 2 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  
S b j c t  6 7 9  CGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG 7 3 8
Q u e r y  7 2 1  AGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG 7 8 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  
S b j c t  7 3 9  AGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG 7 9 8
Q u e r y  7 8 1  ATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCA 8 1 5  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  
S b j c t  7 9 9  ATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCA 8 3 3
>108_16S
GCTATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTATT 
GGGC GT AAAGC GAGC GCAGGC GGTTTTTT AAGT CT GAT GT GAAAGCTTCGGCTT AAC 
CGGAGAAGT GCATCGGAAACT GGGAGACTTGAGT GCAGAAGAGGACAGT GGAACTC 
CAT GT GT AGC GGT GGAAT GC GT AGAT AT AT GGAAGAAC ACCAGT GGC GAAGGC GGC 
TGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGA 
T ACCCT GGT AGTCCAT GCCGT AAACGAT GAGT GCT AAGT GTTGGAGGGTTTCCGCCC 
TTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT 
GAAACTCAAAGGAATT GACGGGGGCCCGCACAAGCGGT GGAGCAT GT GGTTTAATT 
CGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATNTTAGAGATA 
AGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT 
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGG
TACAACGAGTTGCGAAGTCGNGAGGNTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTC
GGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA
GCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAG
AGTTTGTAACACCCAAAGCCGG
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Sequences producing significan! alignments:
Select: A¡J Mone Selec1ed:1
í !  Alianments S  Download v  GenBank Grachics Distante tree of results 0
Descnption
Max
score
Total
score
Queiy
cover
E
valué
Ident Accession
/  Lactobacillus brevis strain CX150915113-S16S ribosomal RNAoene. nartial seouence 1688 1688 99% O.D 99% KX898576.1
I I Lactobacillus brevis strain VP-2.216S ribosomal RNAoene Daifal seouence 1685 1685 99% 0.D 99% MF191696.1
n  Lactobacillus brevis strain vp-1.416S ribosomal RNAoene oartal seouence 1686 1685 99% 0.0 9S% MF191694.1
f l  Lactobacillus brevis strain BP-3.316S ribosomal RNAoene carflal seauence 1685 1685 99% 0.0 99% MF191688.1
Lactobacillus brevis strain CX150915113-S 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: KX898576.1Length: 1254Number of Matches: 1 
Related Information
Range 1: 288 to 1214GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 
Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps Strand
1688 bits(914) 0.0 922/927(99%) 1/927(0%) Plus/Plus
Q u e r y  5 TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA-TTATTGGGCGT 6 3
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |  | | | | | | | | | | |
S b j c t  2 8 8  TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 3 4 7
Q u e r y  64  AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCTTCGGCTTAACCGGAGAAGT 1 2 3  
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  3 4 8  AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCTTCGGCTTAACCGGAGAAGT 4 0 7
Q u e r y  1 2 4  GCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGT 1 8 3  
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
S b j c t  4 0 8  GCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGT 4 6 7
Q u e r y  1 8  4 GGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTG 2 4 3
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S b j c t  4 6 8  GGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTG 5 2 7
Q u e r y  2 4 4  ACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCG 3 0 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  5 2  8 ACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCG 5 8 7
Q u e r y  3 0 4  TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATT 3 6 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  5 8  8 TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATT 6 4 7
Q u e r y  3 6 4  AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC 4 2 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  64  8 AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC 7 0 7
Q u e r y  4 2 4  CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT 4 8 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  7 0 8  CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT 7 6 7
Q u e r y  4 8  4 TGACATCTTCTGCCAATNTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGG 5 4 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i  i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  7 6 8  TGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGG 8 2 7
Q u e r y  5 4 4  TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA 6 0 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  8 2 8  TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA 8 8 7
Q u e r y  6 0 4  CCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAAC 6 6 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  8 8  8 CCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAAC 9 4 7
Q u e r y  6 6 4  CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT 7 2 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  9 4 8  CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT 1 0 0 7
Q u e r y  7 2 4  GCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGNGAGGNTAAGCTAATCTCTTAAAGCC 7 8 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  i i i i  i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  1 0 0 8  GCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCC 1 0 6 7
Q u e r y  7 8 4  GTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATC 8 4 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  i i i i i i i i i i i i i i i i i
S b j c t  1 0  68  GTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATC 1 1 2 7
153
Q u e r y  8 4 4  GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC 9 0 3  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  
S b j c t  1 1 2 8  GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC 1 1 8 7
Q u e r y  9 0 4  ATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGG 9 3 0  
i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i  
S b j c t  1 1 8 8  ATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGG 1 2 1 4
VIII.10. Diluciones de ATMs y péptidos antim icrobianos empleadas para  las 
determinaciones de las concentraciones inhibitorias mínimas
Diluciones en ^g/ml
ATMs Péptido 59 Péptido 81 Péptido 90 Péptido 108
0,008
0,015 0,016
0,03 0,040 0,032
0,06 0,081 0,064 0,060 0,056
0 ,1 2 0,162 0,128 0 ,1 2 1 0,113
0,25 0,323 0,256 0,241 0,226
0,5 0,647 0,513 0,483 0,452
1 1,294 1,025 0,966 0,903
2 2,588 2,050 1,931 1,806
4 5,175 4,100 3,863 3,613
8 10,350 7,725 7,225
16 20,700 15,450 14,450
32 30,900 28,900
VIII.11. Cepas inhibidas de S. aureus a distintas diluciones de los péptidos 
antimicrobianos
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Péptido 59 Cepas inhibidas
(|ig/ml) F.A. TOTAL F.R. (%) F.R.A. (%)
0,04 4 46 8,70 8,7
0,081 2 46 4,35 13,05
0,162 2 46 4,35 17,40
0,323 6 46 13,04 30,44
0,647 1 46 2,17 32,61
1,294 2 46 4,35 36,96
2,588 1 46 2,17 39,13
5,175 2 46 4,35 43,48
10,35 46 0 ,0 0 43,48
20,7 46 0 ,0 0 43,48
Sin inhib 26 46 56,52 1 0 0 ,0 0
Total 46 1 0 0
F.A. frecuencia absoluta, F.R. frecuencia relativa, F.R.A. frecuencia relativa acumulada.
Péptido 81 Cepas inhibidas
(^g/ml) F.A. TOTAL F.R. (%) F.R.A. (%)
0,016 46 0 ,0 0 0 ,0 0
0,032 46 0 ,0 0 0 ,0 0
0,064 5 46 10,87 10,87
0,128 2 46 4,35 15,22
0,256 46 0 ,0 0 15,22
0,513 46 0 ,0 0 15,22
1,025 4 46 8,70 23,91
2,05 5 46 10,87 34,78
4,1 1 46 2,17 36,96
sin inhib 29 46 63,04 1 0 0 ,0 0
Total 46 1 0 0 ,0 0
F.A. frecuencia absoluta, F.R. frecuencia relativa, F.R.A. frecuencia relativa acumulada.
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Péptido 90 Cepas inhibidas
(|ig/ml) F.A. TOTAL F.R. (%) F.R.A. (%)
0,06 8 46 17,39 17,39
0 ,1 2 1 2 46 4,35 21,74
0,241 2 46 4,35 26,09
0,483 46 0,00 26,09
0,966 3 46 6,52 32,61
1,931 3 46 6,52 39,13
3,863 1 46 2,17 41,30
7,725 46 0,00 41,30
15,45 46 0,00 41,30
30,9 46 0,00 41,30
Sin inhib 27 46 58,70 100,00
Total 46 100
F.A. frecuencia absoluta, F.R. frecuencia relativa, F.R.A. frecuencia relativa acumulada.
Péptido 108 Cepas inhibidas
(|ig/ml) F.A. TOTAL F.R. (%) F.R.A. (%)
0,056 7 46 15,22 15,22
0,113 1 46 2,17 17,39
0,226 1 46 2,17 19,57
0,452 3 46 6,52 26,09
0,903 1 46 2,17 28,26
1,806 46 0,00 28,26
3,613 5 46 10,87 39,13
7,225 46 0,00 39,13
14,45 46 0,00 39,13
28,9 46 0,00 39,13
Sin inhib 28 46 60,87 100,00
Total 46 100
F.A. frecuencia absoluta, F.R. frecuencia relativa, F.R.A. frecuencia relativa acumulada.
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VIII.12. Frecuencias relativas acumuladas de las cepas inhibidas ante los ATMs y los 
péptidos antim icrobianos a las distintas diluciones.
bencilpenicilina; PA: péptido antimicrobiano.
